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Resumen y Abstract  IX 
 
Resumen 
Los insectos barrenadores pertenecientes al género Diatraea (Lepidoptera: Crambidae) se 
consideran la principal plaga en el cultivo de caña de azúcar, siendo D. saccharalis una de 
las especies de mayor importancia. El hongo entomopatógeno Beauveria bassiana 
(Bv062) fue seleccionado previamente por presentar actividad insecticida sobre larvas de 
Diatraea saccharalis, Diatraea indigenella y Diatraea tabernella. Con el propósito de 
desarrollar un bioplaguicida eficaz y estable para el control del complejo de este 
barrenador, se requiere un principio activo (conidios) de alta calidad (actividad insecticida 
y tolerancia a condiciones de estrés) y una formulación adecuada que puede incluir 
potenciadores o inductores de virulencia que mejoren la efectividad del bioproducto. Por 
tal razón, el objetivo general de este trabajo fue desarrollar estrategias para potenciar los 
conidios de B. bassiana con miras a su uso como principio activo de un bioplaguicida para 
el control de larvas del complejo del barrenador de la caña de azúcar. Para tal fin, se 
evaluaron los sustratos arroz y avena ajustados a distintos niveles de actividad de agua 
como condición de estrés en un proceso de fermentación semisólida, se evaluaron las 
variables rendimiento, germinación, actividad enzimática (lipasa, N-acetilglucosaminidasa 
NAGasa, proteasa total y proteasa Pr1), actividad insecticida y respuesta metabólica 
definida como la acumulación de polioles intracelulares. Se seleccionó el sustrato avena 
para la obtención de conidios con una germinación del antes y 1 mes después de 
almacenamiento, mayor actividad quitinasa y virulencia expresada en menor tiempo letal 
TL50 y TL90. Posteriormente, se evaluaron diferentes aditivos (proteína aislada de soya, 
salvado de trigo y quitosán) incorporados en el medio de fermentación a base de avena, 
con miras a inducir la virulencia de los conidios. El sustrato avena suplementado con 
salvado de trigo al 0,1% (p/p) indujo la actividad NAGasa, lipasa y proteasa y la actividad 
insecticida, reduciendo los tiempos letales TL50 y TL90. Finalmente, los conidios producidos 
en el sistema de producción seleccionado (avena suplementado con salvado de trigo al 
0,1% p/p) fueron evaluados en combinación con un potenciador previamente seleccionado 
(extracto crudo y enzima n-acetilglucosaminidasa (NAGasa) parcialmente purificada de 
Trichoderma koningiopsis). El uso del extracto crudo y la enzima parcialmente purificada 
con actividad enzimática de 0,06 U/mL en mezcla con los conidios del hongo producidos 
en el medio seleccionado redujeron significativamente el tiempo letal TL50 y TL90 de los 
conidios de de B. bassiana Bv062 sobre larvas de 2do instar de D. saccharalis en 
comparación con el uso de conidios puros. En conclusión, las estrategias implementadas 
permitieron obtener un principio activo compuesto por conidios de B. bassiana con alto 
rendimiento ecofisiológico, actividad enzimática y un potenciador que aplicado junto con 
los conidios, aumenta su actividad biocontroladora. 
 
Palabras clave: B. bassiana, enzimas, virulencia, estabilidad, D. saccharalis, T. 
koningiopsis.  




Steam borers belonging to Diatraea genus (Lepidoptera: Crambidae) are considered the 
main pest in sugarcane crops. The entomopathogenic fungus Beauveria bassiana Bv062 
was previously selected due to its insecticidal activity against D. saccharalis, D. indigenella 
and D. tabernella larvae. High quality conidia (high insecticidal activity and stress tolerance) 
and an adequate formulation including virulence inducers are required to develop an 
efficient and stable biopesticide to control the steam borer complex. Therefore, the 
objective of this work was to develop strategies to potentiate B. bassiana conidia in order 
to be used as an active ingredient for a biopesticide to control Diatraea spp. For that, two 
media based on rice and oat were adjusted to different levels of water activity as stress 
condition and evaluated for semisolid state-fermentation. The variables yield, germination, 
enzymatic activity (lipase, N-acetylglucosaminidase, total protease and Pr1 protease), 
insecticidal activity and metabolic response defined as polyol intracellular accumulation 
were evaluated. Conidia produced with the medium based on oat presented higher 
germination before and after 30 days of storage at 30 °C, higher protease and chitinase 
activity an insecticidal activity. Then, different additives (soy protein, wheat bran and 
chitosan) were evaluated and added to the selected fermentation medium, to induce 
enzymatic and insecticidal activity in conidia. Conidia of B. bassiana, produced on oat 
based medium supplemented with wheat bran 0.1% (p/p), showed higher enzymatic 
activity and lower lethal times against D. saccharalis. Finally, conidia produced in the 
selected medium were applied simultaneously with a virulence inducer previously selected 
(crude extract and partially purified N-acetylglucosaminidase enzyme from Trichoderma 
koningiopsis) causing higher mortality in comparison with the control using pure conidia. In 
conclusion, evaluated strategies allowed to develop an active ingredient based on B. 
bassiana Bv062 conidia with high eco-physiological fitness and enzymatic activity and also 
allowed to select an enhancer (crude extract/partially purified enzyme) that applied 
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Diatraea spp. representa un grupo de especies que han sido reportadas a nivel mundial 
por ser plagas de importancia económica en cultivos como caña de azúcar, maíz, sorgo y 
arroz (Sidhu et al., 2013; Vargas, et al., 2015; Cruz et al., 2011). En América, se han 
descrito las especies de D. grandiosella, D. magnifactella y D. saccharalis en países como 
Estados Unidos, México y Brasil (Hernández-Velázquez et al., 2012; De Oliveira et al., 
2008). En Colombia, se ha reportado recientemente la emergencia de diferentes especies 
como Diatraea busckella, Diatraea tabernella, Diatraea indigenella, Diatraea saccharalis, 
Diatraea centrella, y Diatraea albicrinella. Esta diversidad de especies representa una 
limitante para su control, debido a que se presenta diferente respuesta a los enemigos 
naturales (Barrera et al., 2017). Estos insectos conocidos como los barrenadores del tallo 
generan grandes pérdidas económicas, por lo que hay una necesidad urgente de 
estrategias de manejo integrado que permitan reducir los niveles de daño en el cultivo de 
una manera ambientalmente sostenible. 
El control de plagas de manera convencional con insecticidas químicos resulta ser un 
problema sanitario y ambiental a nivel mundial, por lo que el uso de control biológico ha 
tomado el foco de atención de las investigaciones para reducir la aplicación de químicos y 
mejorar la producción de los cultivos. El uso de enemigos naturales como parasitoides, ha 
sido la principal estrategia para el manejo del brarrenador, pero la presencia de diferentes 
especies ha disminuido la eficiencia de esta estrategia de control los cuales han sido poco 
investigados en nuestro país (Vargas et al., 2015). En otros países se ha estudiado el uso 
de agentes de control biológico como bacterias, hongos y virus (Fonseca et al., 2013; 
Schneider et al., 2013; Virginia et al., 2013). Es importante destacar que a pesar del gran 
potencial de la aplicación de hongos entomopatógenos para el control de Diatraea spp., su 





almacenamiento durante tiempos prolongados y factores ambientales como radiación UV, 
pH y variaciones de temperatura y humedad (Edgington et al., 2000; Perfetti et al.,, 2007; 
Padmavathi et al., 2003) . La producción de biomasa de alta calidad para ser usada como 
ingrediente activo de los bioplaguicidas, es la principal estrategia para responder a los 
efectos detrimentales de las condiciones ambientales. 
En este contexto, un adecuado diseño del sustrato que induzca factores de virulencia como 
las enzimas relacionadas con la patogénesis del hongo (lipasas, quitinasas y proteasas) 
(Lopez-Perez et al., 2014) y mejore la tolerancia a condiciones de estrés en 
almacenamiento (Borisade & Magan, 2014; Tarocco et al., 2005), es fundamental para el 
desarrollo de un bioplaguicida estable y eficaz 
El uso de aditivos como extractos enzimáticos crudos y enzimas purificadas de hongos 
entomopatógenos, como B. bassiana, Isaria fumosorosea y Nomuraea rileyi, y 
fitopatógenos como Trichoderma, también han sido utilizados para potenciar agentes 
biocontroladores (Supakdamrongkul et al., 2010; Ali et al., 2014; Zhang et al., 2008; Binod 
et al., 2007), y reducir las dosis requeridas para un adecuado nivel de eficacia en campo 
En este sentido, el objetivo del presente trabajo fue implementar tres estrategias para 
mejorar la actividad insecticida de B. bassiana Bv062 frente a larvas de D. saccharalis. 
Inicialmente, se desarrolló un sistema de fermentación semisólida basado en un sustrato 
cuyo aporte nutricional permitiera obtener conidios de alto rendimiento ecofisológico. La 
segunda estrategia metodológica consistió en evaluar diferentes aditivos que incoporados 
mejoraran la actividad enzimática y la eficacia del hongo para el control de larvas de D. 
saccharalis. Finalmente, los conidios producidos en el sustrato suplementado con el aditivo 
seleccionado fueron evaluados en mezcla con un extracto crudo y la enzima N-
acetilglucosaminidasa parcialmente purificada de T. koningiopsis como un aditivo exógeno 












Complejo barrenador de la caña de azúcar  
 
El complejo barrenador conformado por especies de Diatraea (Lepidoptera: Crambidae) 
representan en la actualidad la plaga más limitante en el cultivo de la caña de azúcar. Entre 
las especies que conforman el complejo se encuentra D. saccharalis, D. indigenella, D. 
tabernella, D. busckella y D. rosea lo que dificulta su control (Bustillo, 2013). A nivel 
mundial, esta plaga ha sido reportada con especies de D. magnifactella en México, D. 
saccharalis en Brasil y D. grandiosella en Estados Unidos como limitante en el cultivo de 
caña de azúcar (De Oliveira et al., 2008; Hernández-Velázquez et al., 2012). 
Los síntomas inician a partir de los tres primeros meses con el denominado “corazón 
muerto” el cual corresponde al desecamiento de la hoja bandera o más nueva debido a 
que las larvas se alimentan del punto de crecimiento de la planta; al final pueden ocasionar 
la muerte de esta. Todo su estado larval se cumple dentro del tallo, formando galerías 
ascendentes, hasta que llegan al estado adulto (Gómez & Vargas, 2014; Tarazona, 2011). 
Los efectos generados por la plaga van desde reducción en el contenido de azúcar y menor 
rendimiento del cultivo, hasta el incremento en la susceptibilidad a enfermedades, debido 
a que las larvas hacen perforaciones que favorecen la entrada de fitopatógenos (Joyce et 
al., 2014). Como consecuencia, se ha reportado una disminución de aproximadamente 
0,82 toneladas de caña por hectárea y 145 Kg de azúcar por cada unidad porcentual de 








Control de Diatraea spp. 
 
Para el control de especies de Diatraea en Colombia, se ha propuesto el uso de enemigos 
naturales como las moscas Lydella minense y Billaea claripalpis y la avispa Cotesia 
flavipes las cuales son parasitoides de larvas y Trichogramma exigumm parasitoide de 
huevos (Bustillo, 2013; Tarazona, 2011; Gómez & Vargas, 2014); sin embargo, se ha 
evidenciado una reducción en la eficacia en el control de la plaga debido a cambios 
climáticos que influyen en las poblaciones de parasitoides (Vargas et al., 2015) y 
posiblemente a la emergencia de varias especies de Diatraea que no son hospedantes de 
estos parasitoides, lo que dificulta el control del complejo barrenador. 
A nivel mundial se ha reportado el uso de microorganismos biocontroladores como Bacillus 
thuringiensis para el control de D. manifactella (Gitahy et al., 2007; Fonseca et al., 2013), 
Metarhizium anisopliae para el control en pupas de D. saccharalis  (Schneider et al., 2013) 
y principalmente Beauveria bassiana para el control de larvas de D. saccharalis (Alves et 
al., 2002; Estrada et al., 2004; Svedese et al., 2013; De Oliveira et al., 2008). En Colombia, 
no hay productos registrados ante el ICA a base de hongos entomopatógenos (ICA, 2018), 







B. bassiana es un hongo ampliamente estudiado debido a sus diferentes aplicaciones en 
la agricultura. Pertenece a la división Ascomycota, orden Hypocreales y familia 
Clavicipitacea; se caracteriza por presentar un crecimiento óptimo a temperatura de 25 ºC 
y pH 7 (Sotelo et al., 2016). Fue descrito por primera vez por Agostino Bassi en 1835, quien 
observó la llamada muscardina blanca o mal del segno sobre el gusano de seda Bombix 
mori (Mascarin & Jaronski, 2016). 
Este hongo presenta hábitos como saprófito en suelos, endófito contribuyendo a la 
inducción de resistencia frente a insectos plaga y microorganismos fitopatógenos 
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(Quesada-Moraga et al., 2009; Ownley et al., 2008) y principalmente como 
entomopatógeno, reportado por su eficacia en el control de insectos dentro de los órdenes 
Lepidoptera, Hymenoptera, Coleoptera y Diptera, como Sitophilus zeamis en maíz (Suarez 
Gómez, 2009), Ryncophorus ferrugineus en palma (Dembilio et al., 2010), trigo y papa 
(Lucero et al., 2004), Diabrotica virgifera (Mulock & Chandler, 2001), Leptinotarsa 
decemlineata en papa (Shafighi et al., 2012; Akbarian et al., 2012), entre otros, debido a la 
producción de enzimas quitinolíticas y proteolíticas, su velocidad de colonización y su 
amplio rango de hospederos (Virginia et al., 2013; Kaur & Padmaja, 2009; Zare et al., 
2014). 
 
Mecanismo de acción 
 
El proceso de infección de los hongos entomopatógenos inicia con el reconocimiento de la 
cutícula e inducción de los genes relacionadas con el proceso infectivo a través de la ruta 
de señalización de la proteína quinasa A (Fang et al., 2009). Los conidios se adhieren a la 
cutícula del insecto, lo cual está mediada por hidrofobinas afines con la composición 
lipídica en la superficie del hospedero y por la producción de adhesinas (Wang & St. Leger, 
2007; Sandhu et al., 2012). La colonización y degradación de la cutícula se da por la acción 
de dos mecanismos, uno mecánico mediante la formación de un apresorio y uno 
enzimático mediante la producción de enzimas hidrolíticas como las lipasas que degradan 
los lípidos de la epicutícula (parte externa de la cutícula), seguido de la degradación de la 
procutícula conformada en un 55-80% de proteína y 25-40% de quitina aproximadamente, 
mediada por la acción de enzimas tipo proteasas y quitinasas (Ortiz-Urquiza & Keyhani, 
2013; Shahid et al., 2012; Thomas & Read, 2007). Posteriormente, las hifas llegan a la 
hemolinfa iniciando su reproducción mediante formación de blastosporas acoplado a la 
producción de toxinas como beauvericinas acelerando la muerte del insecto (Vey et al., 
2001; Valero-Jiménez et al., 2016), una vez son agotados los nutrientes las hifas crecen a 
través de los espacios intersegmentales y se da la esporulación sobre el cadáver del 
insecto para continuar con el proceso de infección horizontal (Joel & Mouatcho, 2010; Ortiz-






Figura 1. Proceso de infección de hongos entomopatógenos sobre insectos (Modificado de Zhao 
et al., 2016) 
 
Enzimas involucradas en patogénesis 
 
- Lipasas 
Las lipasas (triacilglicerol acilhidrolasas E.C. 3.1.1.3) son enzimas importantes en el 
proceso de infección debido a la hidrólisis de enlaces éster de lipoproteínas y grasas de la 
epicutícula que corresponden a la primera barrera hidrofóbica de la cutícula del insecto 
(Sánchez-Pérez et al., 2014; Sharma et al., 2001). Tiene en su sitio activo una triada 
catalítica compuesta por serina, histidina y aspartato, en el cual la serina actúa como 
nucleófilo sobre el enlace éster de acilgliceroles (González et al., 2010). Entre las enzimas 
involucradas en la degradación de compuestos de la epicutícula se encuentran los 
citocromos P450 importantes en la degradación de alcanos (Pedrini et al., 2010). Se ha 
demostrado que la inactivación de estas estas enzimas afectan el ingreso del hongo en la 
cutícula y por lo tanto la virulencia sobre el insecto (Beys da Silva et al., 2010).  
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- Proteasas 
Las proteasas son enzimas involucradas en mecanismos de virulencia debido a la 
degradación de proteínas en la procutícula y la hemolinfa de los insectos (Harrison & 
Bonning, 2010; (Dhar & Kaur, 2010). En el caso de B. bassiana se ha reportado 
principalmente la presencia de dos proteasas Pr1 (EC 3.4.21.4) y Pr2 (EC 3.4.21.4) con 
pesos promedio entre 20-40 kDa (St. Leger et al., 1994). Las serina proteasas Pr1 (tipo 
subtilisina) y Pr2 (tipo tripsina) se caracterizan porque en su sitio activo presenta una triada 
conformada por aspartato, histidina y serina. El mecanismo se caracteriza porque la 
enzima realiza el ataque nucleofílico en el enlace peptídico mediante le residuo de serina 
en su sitio activo (Liu et al., 2007). La enzima Pr1 se caracteriza por romper enlaces 
peptídicos entre aminoácidos hidrofóbicos como fenilalanina y leucina mientras que la Pr2 
entre aminoácidos hidrofílicos como arginina y lisina (St. Leger, 1995). Se ha demostrado 
que la enzima Pr1 es fundamental en el proceso de degradación de la cutícula (Sánchez-
Pérez et al., 2014; Ortiz-Urquiza et al., 2014). Por otro lado, la proteasa Pr2 (tipo tripsina) 
se cree que juega un papel como activador de la expresión génica de la proteasa Pr1 
(Sánchez-Pérez et al., 2014). También se han reportado metaloproteasas, cisteina 
proteasas así como carboxipeptidasas involucradas en la degradación de cutícula 
(Samuels & Paterson, 1995). 
 
- Quitinasas 
Las quitinasas (EC 3.2.1.14)  son enzimas glicosil hidrolasas que rompen los enlaces β,1-
4 de los polímeros de quitina formados por unidades de N-acetil-D-glucosamina que se 
encuentran en la procutícula del insecto (Yan & Fong, 2015). El mecanismo de hidrólisis 
se puede dar por dos mecanismos, uno de conservación y uno de conversión de la 
configuración del carbono anomérico en el cual intervienen dos aminoácidos en el sitio 
activo, un ácido donador de electrones, y un nucleófilo o base como aspartato o glutamato. 
El mecanismo de reacción se dará de acuerdo a la posición espacial de los aminoácidos 
en el sitio activo; si se encuentran a una distancia de ≈5,5Å se da el mecanismo de 
conservación, y si se encuentra a ≈10Å se presenta el mecanismo de inversión anomérica 
(Davies & Henrissat, 1995; Gutiérrez-Rojas et al., 2015) Las quitinasas pueden ser 
clasificadas en dos grandes grupos, las endoquitinasas las cuales cortan de forma aleatoria 





liberando quitobiosa (dímeros de N-acetilglucosamina) en el caso de las quitobisidasas o 
N-acetilglucosamina liberado por la enzima N-acetilglucosaminidasa (Yan & Fong, 2015). 
Se ha reportado que B. bassiana expresa 20 quitinasas pertenecientes a las familias 18 y 
19 de las enzimas gicosil hidrolasas, las cuales a su vez están clasificadas en tres 
subgrupos: el subgrupo A al cual pertenecen enzimas que no contiene un dominio de unión 
a la quitina con una masa promedio de 40-50 kDa, el subgrupo B con enzimas que 
presentan un dominio de unión al sustrato en el extremo C-terminal y masas variables de 
30-90 kDa, y el subgrupo C en el cual se encuentran quitinasas de 140-170 kDa con dos 
dominios de unión a la quitina (Sánchez-Pérez et al., 2014; Karthik et al., 2014). También 
se encuentran las N-acetilglucosaminidasas pertenecientes a la familia 20 de las glicosil 
hidrolasas (Slámová et al., 2010; Mondal et al., 2016) 
 
Contenido de trehalosa y polioles intracelulares 
 
Los polioles y trehalosa son comúnmente llamados solutos compatibles debido a que su 
acumulación intracelular no afecta la actividad enzimática y funcionamiento de la misma. 
La acumulación en el citoplasma influye significativamente en la estabilidad de los conidios 
en ambientes con baja humedad relativa ya que disminuyen la actividad de agua dentro 
de las células manteniendo la osmolaridad, integridad de las proteínas y estabilidad de la 
membrana (Hallsworth & Magan, 1994; Liu et al., 2009). Adicionalmente, se ha demostrado 
que la acumulación de estos solutos compatibles está relacionada con un aumento en la 
tolerancia de los conidios a altas temperaturas (Leng et al., 2011; Liu et al., 2009; Borisade 




La trehalosa es un disacárido formado por dos unidades de glucosa unidos por enlaces 
α,1-4. Se produce a partir de la glucosa-6-fosfato. mediante la enzima trehalosa-6-P 
sintasa y trehalosa-6-P fosfatasa (Meena et al., 2015). Puede acumularse 
intracelularmente actuando como soluto compatible o localizarse en las cabezas polares 
de los fosfolípidos presentes en la membrana lipídica manteniendo la integridad de la 
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membrana en condiciones de deshidratación. Así, en procesos de desecación las 
proteínas y enzimas mantiene su estructura nativa, y las membranas no se rompen por 
pérdida y recuperación de agua (Reder-Christ et al., 2013; Hallsworth & Magan, 1996). La 
trehalosa no solo funciona como protectante en condiciones de estrés como la desecación, 




Los polioles o polihidroxialcoholes como el glicerol, manitol, arabitol, sorbitol, entre otros, 
son compuestos que pueden ser acumulados intracelularmente a partir de polioles 
disponibles en el sustrato o a partir de la glucólisis. Entre estos, el manitol ha sido reportado 
por ser más abundante en hongos y se produce por la conversión de la fructosa y fructosa-
6-fosfato catalizada por las enzimas manitol-1-fosfato deshidrogenasa y manitol 
deshidrogenasa (Meena et al., 2015). Estos compuestos contribuyen a la regulación 
osmótica al disminuir la actividad de agua intracelular en condiciones donde hay baja 
disponibilidad de agua (Hallsworth & Magan, 1994; Hallsworth & Magan, 1996; Tarocco et 
al., 2005). Al igual que la trehalosa, los polioles están involucrados con la termotolerancia 
de conidios y juegan un papel en la germinación de conidios, estabilidad y actividad 























Desarrollar estrategias para potenciar los conidios de Beauveria bassiana Bv062 con miras 
a su uso como principio activo de un bioplaguicida para el control de larvas del complejo 
barrenador de la caña de azúcar. 
 
Objetivos específicos 
• Seleccionar un sustrato para la producción masiva de B. bassiana Bv062 en 
fermentación semisólida que mejore el rendimiento ecofisiológico de los conidios. 
• Seleccionar un aditivo inductor de virulencia para la producción de conidios de B. 
bassiana Bv062 con alta actividad insecticida. 
• Determinar el efecto de un extracto enzimático como potenciador de la actividad 
insecticida de conidios B. bassiana Bv062. 
 
 
1. Capítulo 1. Selección de un sistema de 
producción masiva en fermentación 
semisólida para la obtención de conidios de 
B. bassiana con alto rendimiento 
ecofisiológico. 
1.1 Resumen 
El complejo Diatraea spp. es considerado la principal plaga del cultivo de la caña de azúcar 
en Colombia y otros países de América. En un trabajo previo, el aislamiento Bv062 del 
hongo entomopatógeno Beauveria bassiana fue seleccionado por presentar actividad 
insecticida sobre larvas de Diatraea saccharalis, Diatraea indiginella y Diatraea tabernella, 
con eficacias superiores al 60%, en condiciones de laboratorio. Aunque este aislamiento 
demostró su patogenicidad frente a diferentes especies del complejo barrenador, su 
eficacia en condiciones controladas se considera baja si se tiene en cuenta que en 
condiciones de campo la eficacia es afectada por factores de estrés biótico y abiótico. Por 
tal razón, el objetivo del presente trabajo fue desarrollar un sustrato de fermentación 
semisólida para potenciar los conidios del aislamiento Bv062 de B. bassiana, mejorando 
su actividad insecticida y estabilidad. Para esto, se evaluaron los sustratos de producción 
arroz y avena con tres niveles de actividad de agua (Aw) de 0,95, 0,97 y 0,99 determinando 
las variables rendimiento, germinación, producción de trehalosa y polioles intracelulares, 
actividad enzimática y actividad insecticida de los conidios antes y después de un mes de 
almacenamiento a 30 °C. Se seleccionó el sustrato avena con Aw de 0,99, con el cual se 
obtuvieron conidios con germinaciones del 94,5 y 81% antes y después de un mes de 
almacenamiento a 30 ºC respectivamente, con mayor actividad quitinasa y alta actividad 
proteasa. Además, los conidios provenientes del sustrato avena, mostraron una mayor 
virulencia, con menores tiempos letales noventa (TL90) de 14,9 y 27,9 días antes y después 
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del almacenamiento, respectivamente, en comparación con los conidios producidos en 
sustrato a base de arroz. 
Palabras clave: B. bassiana, D. saccharalis, potenciación ecofisiológica, estabilidad, 
actividad enzimática, actividad insecticida. 
1.2 Introducción 
Dentro del complejo de insectos barrenadores de la caña de azúcar, Diatraea saccharalis 
y Diatraea indigenella (Lepidoptera: Crambidae) son los de mayor importancia debido a 
que pueden causar una disminución de aproximadamente 0,82 toneladas de caña por 
hectárea y 145 Kg de azúcar por cada unidad porcentual de infestación en el cultivo 
(Bustillo, 2013). Por otro lado, especies como Diatraea tabernella, D. indigenella y Diatraea 
busckella afectan cultivos en Boyacá, Antioquia y Santander (Osorio et al., 2014).   
Dentro de los métodos de control biológico utilizados se encuentra la liberación de 
enemigos naturales como parasitoides de larvas y huevos (Bustillo, 2013) y 
microorganismos como bacterias y hongos como B. bassiana para el control de Diatraea 
spp. (Gitahy et al., 2007; Schneider et al., 2013; Alves et al., 2002; Estrada et al., 2004; 
Virginia et al., 2013; De Oliveira et al., 2008).  
En un trabajo previo, el aislamiento Bv062 perteneciente a la especie B. bassiana, fue 
recuperado a partir de una larva de Diatraea sp. infectada naturalmente y colectada en un 
cultivo de caña para producción de panela en el departamento de Boyacá, Colombia. El 
estudio realizado con dicho aislamiento determinó que presenta una eficacia superior al 
60% en el control de D. saccharalis, D. indigenella y D. tabernella en condiciones 
controladas (Sotelo et al., 2016). Posteriormente, en bioensayos en los cuales se utilizaron 
larvas de D. saccharalis como modelo de estudio, se demostró una eficacia del 90% con 
la aplicación de una suspensión de 2 x 107 conidios/mL en condiciones de laboratorio y 
una eficacia de 68,2% utilizando una concentración superior de 5 x 107 conidios/mL en un 
bioensayo in planta (en condiciones semicontroladas en campo) (García et al., 2018). La 
disminución de eficacia obtenida en condiciones semicontroladas, ha sido observada con 
otros agentes de control biológico y posiblemente es resultado del efecto de condiciones 
de estrés como variaciones extremas de temperatura, humedad y radiación UV sobre los 
conidios de los hongos entomopatógenos (Rangel et al., 2010; Fernandes et al., 2007; 
Perfetti et al., 2007).  
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Se ha demostrado que unas adecuadas condiciones de fermentación permiten obtener 
altos rendimientos en la producción de los conidios y además puede mejorar la calidad de 
los mismos expresada en un aumento de la actividad enzimática, la actividad insecticida y 
el contenido de polioles intracelulares que favorecen la tolerancia y estabilidad frente a 
condiciones de estrés  (López et al., 2014). Tal es el caso de sustratos como arroz, bagazo 
de caña de azúcar, melaza, salvado de trigo con variable del contenido de humedad, que 
no solo influyen en los rendimientos (Stutz et al., 2005; Núñez et al., 2010; Pham et al., 
2010; Latifian et al., 2013), sino también en la producción de enzimas como quitinasas, 
proteasas y lipasas, que son los principales factores involucrados en la patogénesis sobre 
insecto (Virginia et al., 2013; Kaur & Padmaja, 2009; Zare et al., 2014). 
Igualmente, condiciones de fermentación como variaciones en temperatura y actividad de 
agua favorecen el aumento del contenido citosólico de trehalosa y polioles como manitol, 
eritritol y glicerol. Estos aumentan la estabilidad de los conidios bajo condiciones de 
almacenamiento y mejorar su tolerancia a factores ambientales, como cambios de 
temperatura y variaciones en la humedad relativa. Todo lo anterior se traduce en un 
aumento de la persistencia y la actividad insecticida (Hallsworth & Magan, 1995; Borisade 
& Magan, 2014; Tarocco et al., 2005), como se ha demostrado para glicerol y eritritol, cuyo 
aumento favorece la germinación de los conidios y la colonización del patógeno en bajos 
niveles de humedad relativa (Hallsworth & Magan, 1995; Hallsworth & Magan, 1996). 
También se ha demostrado que la trehalosa protege a la célula durante los procesos de 
deshidratación y contribuye en la estabilidad de la membrana y de las proteínas, 
permitiendo la obtención de conidios viables por un mayor periodo de tiempo con un 
incremento en la estabilidad enzimática (Hallsworth & Magan, 1994; Liu et al., 2009).  
Aunque el uso de hongos entomopatógenos presenta un gran potencial para el control de 
insectos plaga, en Colombia no hay un bioproducto registrado a base de estos 
microorganismos para el manejo de Diatraea spp. (ICA, 2018). Corpoica cuenta con un 
aislamiento de B. bassiana codificado como Bv062 el cual demostró, en trabajos previos, 
control sobre larvas de D. saccharalis en condiciones controladas y semicontroladas, 
respectivamente (Sotelo et al., 2016). Considerando el alto potencial del aislamiento Bv062 
para desarrollar un bioplaguicida, el objetivo de este trabajo fue desarrollar un sistema de 
fermentación semisólida para potenciar los conidios del aislamiento Bv062 de B. bassiana, 
mejorando su actividad insecticida y estabilidad, con miras a su uso como principio activo 
16  Potenciación de B. bassiana para el control de D. saccharalis 
 
de un bioplaguicida con potencial para el control del barrenador en cultivos de caña de 
azúcar. 
 
1.3 Materiales y métodos 
1.3.1 Microorganismos 
El hongo B. bassiana Bv062, aislado a partir de larvas de Diatraea sp. hace parte de la 
colección de trabajo del Banco de Germoplasma de Microorganismos con interés en 
Control Biológico de Corpoica, y fue conservado en glicerol al 20% y almacenado a -70 °C. 
Para ejecutar los ensayos posteriores, este microorganismo se sembró en medio de cultivo 
agar papa dextrosa (PDA) y se incubó a 25 °C por 7 días. 
1.3.2 Larvas de Diatraea saccharalis 
Los ensayos de actividad insecticida se llevaron a cabo con larvas de D. saccharalis de 
segundo instar, las cuales se obtuvieron a partir de una colonia mantenida en la unidad de 
crías del Centro de Investigaciones Tibaitatá de Corpoica. El sustrato de alimentación fue 
dieta artificial (Lastra & Gómez, 2006) y las condiciones de los cuartos de cría fueron de 
28 °C con fotoperiodo de 12 horas (h) luz/oscuridad, hasta el momento del ensayo. 
1.3.3 Efecto del sustrato y la actividad de agua sobre los conidios de B. 
bassiana producidos en fermentación semisólida 
Para la fermentación se evaluaron dos sustratos correspondientes a arroz y avena, los 
cuales fueron preparados siguiendo protocolos previamente estandarizados para la 
elaboración del medio semisólido. La actividad de agua (Aw) fue ajustada con glicerol a tres 
niveles correspondientes a 0,95, 0,97 y 0,99, los cuales fueron medidos con un 
Termoconstanter Novasina R1 SM. Se utilizó un diseño factorial con tres réplicas por 
tratamiento. La unidad experimental consistió en una bandeja de aluminio de 18,0 x 11,5 
cm que contenía 120 g del medio semisólido a base de cada sustrato al 10%. Cada bandeja 
se inoculó por medio de un aspersor manual con 2 mL de una suspensión de conidios 
ajustada a una concentración de 1 x 106 con/mL, preparada a partir de un cultivo 
esporulado del hongo de 7 días de incubación en medio PDA. Las bandejas fueron 
cubiertas y se incubaron a 25 °C con luz constante durante 14 días (7 días cubiertas con 
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película plástica y 7 días cubiertas con papel absorbente para permitir el secado de los 
conidios). Pasados 4, 6, 8, 10, 12 y 14 días después de la inoculación, se realizó un 
muestreo tomando tres discos de sustrato colonizado de 10 mm de diámetro por bandeja, 
los cuales fueron pesados y suspendidos en 5 mL de Tween 80 al 0,1% y se realizaron 
diluciones seriadas para el recuento de conidios en cámara de Neubauer. A los 14 días se 
realizó un análisis final mediante la remoción de los conidios del sustrato por vía seca con 
una brocha, seguido de tamización por una malla de 150 µm de apertura. La biomasa 
obtenida fue pesada y se le evaluó la germinación, actividad enzimática, producción de 
trehalosa y polioles, tolerancia al almacenamiento y actividad insecticida.  
1.3.3.1 Rendimento 
Para la estimación del rendimiento del proceso de producción masiva de conidios, a los 14 
días se tomó una muestra por bandeja. Para esto, se pesaron 10 mg de biomasa y se 
suspendieron en 990 µL de Tween 80 al 0,1% (v/v). Se determinó la concentración de 
conidios/mL a partir de la última dilución mediante recuento en cámara de Neubauer y se 
estimó la relación de conidios producidos por gramo de sustrato seco. El muestreo se 
realizó por triplicado. 
1.3.3.2 Tolerancia a condiciones de estrés en almacenamiento 
La tolerancia de los conidios a condiciones de estrés durante el almacenamiento se evaluó 
tomando muestras de 0,1 g de cada tratamiento, las cuales fueron dispensadas en 
microtubos de 2 mL que fueron herméticamente sellados con papel Parafilm e incubados 
a 30 ºC durante 1 mes. Antes de iniciar el almacenamiento y después de un mes, se 
determinó la germinación, el contenido de trehalosa y polioles intracelulares, la actividad 
enzimática y la actividad insecticida siguiendo las metodologías descritas a continuación. 
El diseño experimental fue completamente al azar con arreglo factorial con medidas 
repetidas en el tiempo y tres réplicas por tratamiento.  
1.3.3.3 Contenido de trehalosa y polioles intracelulares 
Para la extracción de trehalosa, glucosa y polioles intracelulares se llevó a cabo la 
metodología descrita por Hallsworth & Magan (1997). Las extracciones se realizaron a 
partir de 20 mg de conidios suspendidos en 1 mL de agua grado molecular. Las muestras 
en tubos de microcentrífuga fueron expuestas a sonicación durante 120 segundos (s) para 
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optimizar la extracción de polioles y llevadas a un baño de agua en ebullición durante 5,5 
min para maximizar la extracción de trehalosa. Los extractos se obtuvieron por 
centrifugación a 4000 rpm durante 10 min seguido de una filtración a través de un filtro con 
un tamaño de poro de 0,2 µm e inyectado en un cromatógrafo líquido de alta eficiencia 
Dionex Ultimate 3000. Se utilizó una columna SHODEX SUGAR® SZ5532, 6 µm 6,0 x 150 
mm y un detector LT-ELSD SEDEX 85. Las condiciones de corrida fueron: fase móvil 
CH3CN/H2O=80/20, volumen de inyección de 20 µl, flujo de 1 mL/min y temperatura de la 
columna de 60 °C.  
Se elaboró una curva patrón de manitol y glucosa, para las que se prepararon 
concentraciones de 75, 100, 150, 200, 250 y 500 µg/mL y se corrieron utilizando las 
condiciones mencionadas anteriormente, midiendo el área bajo la curva como variable 
respuesta. 
1.3.3.4 Germinación 
El porcentaje de germinación se determinó a partir de 10 mg de conidios de Bv062 que se 
suspendieron en 990 µL de una solución de Tween® 80 al 0,1% (v/v). Se realizaron 
diluciones seriadas hasta 10-5 y a partir de la última dilución se sembraron 100 μL en tres 
cajas de Petri con Agar - Extracto de Malta (Sigma®) al 0,1% (p/v), suplementado con 
cloranfenicol al 0,01% (p/v). Estas cajas se incubaron a 25 ± 2°C durante 24 h, momento 
en el cual se realizó el conteo de conidios germinados y no germinados (Santos, 2014).  
1.3.3.5 Actividad enzimática  
- Obtención de extracto crudo 
El extracto enzimático se preparó siguiendo la metodología descrita por St. Leger et al. 
(1986) y modificada por Villamizar et al. (2001) para la determinación de lipasa, N-
acetilglucosaminidasa, proteasa total y proteasa Pr1. Se pesaron 50 mg de conidios 
recuperados de la fermentación semisólida por vía seca y se adicionaron a 1 mL de una 
solución de Tween® 80 al 1% (p/v). Esta suspensión se agitó a 3000 rpm en vortex durante 
1 h a temperatura ambiente. Posteriormente, se centrifugó a 4000 rpm durante 10 min y el 
sobrenadante obtenido fue utilizado para la determinación de la actividad enzimática. La 
cuantificación de la actividad lipasa, N-acetilglucosaminidasa, proteasa total y proteasa Pr1 
se realizó mediante espectrofotometría, siguiendo la metodología descrita por Santos 
(2014) . 
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- Actividad lipasa 
Se adicionaron 20 µL del extracto enzimático a 100 µL de p-nitrofenil-palmitato (Sigma®) 
(1 mg/mL en DMSO); esta mezcla se incubó a 35 ± 2 °C durante 30 min. Finalizado este 
tiempo, se adicionaron 150 µL de NaOH-glicina a pH 10,4 y se determinó la absorbancia 
en un espectrofotómetro (Nanodrop® 1000) a 400 nm, por triplicado. Las unidades 
enzimáticas fueron determinadas aplicando la ecuación de la curva de calibración de p-
nitrofenol (Ecuación 1.1), previamente estandarizada por Santos (2014): 
y = 0,2750x - 0,0108    (Ecuación 1.1) 
donde, “y” es absorbancia y “x” es concentración de p-nitrofenol µmol/mL. 
Una unidad de actividad lipasa se definió como la cantidad de enzima capaz de liberar 1 
µmol de p-nitrofenol bajo las condiciones de la prueba (Villamizar et al. 2001).  
- Actividad N-acetilglucosaminidasa NAGasa 
Para la cuantificación de la actividad N-acetilglucosaminidasa, 20 µL del extracto 
enzimático se adicionaron a 100 µL de p-nitrofenil-N-acetilglucosamina (Sigma®) (1 mg/mL 
en buffer citrato 0,1M pH 5); esta mezcla se incubó a 35 ± 2 °C durante 30 min. Finalizado 
este tiempo, se adicionaron 150 µL de NaOH-glicina a pH 10,4 y se determinó la 
absorbancia en un espectrofotómetro (Nanodrop® 1000) a 400 nm por triplicado. Las 
unidades enzimáticas (UE) fueron determinadas aplicando la ecuación de la curva de 
calibración de p-nitrofenol, previamente estandarizada (Ecuación 1.1) por Santos (2014). 
Una unidad de actividad N-acetilglucosaminidasa se definió como la cantidad de enzima 
capaz de liberar 1 µmol de p-nitrofenol bajo las condiciones de la prueba (Villamizar, Cotes, 
& Uribe, 2001a).  
- Actividad proteasa 
Para determinar actividad proteasa usando caseína como sustrato, se adicionaron 130 µL 
de caseína al 0,65 % (p/v) y 25 µL de la muestra a un tubo de microcentrifuga; para el 
blanco se adicionó 25 µL del diluente en el que se encuentra el extracto. Posteriormente, 
se mezcló e incubó a 37 °C por 10 min, se adicionaron 130 µL de ácido tricloroacético (110 
mM), se mezcló y se incubó nuevamente a 37 °C por 20 min. La muestra se centrifugó a 
10.000 rpm durante 5 min. Se tomaron 250 µL del sobrenadante y se depositaron en otro 
tubo de microcentrifuga. Posteriormente, se adicionaron 625 µL de carbonato de sodio 
(500 mM) y 125 µL del reactivo Folin-Ciocalteu (0,5 M). Se mezcló e incubó a 37 °C por 30 
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min. La absorbancia se leyó con una longitud de 660 nm y se obtuvo la cantidad de µmoles 
liberado de tirosina liberados (Ecuación 1.2). 
y = 0,9444x + 0,0312    (Ecuación 1.2)  
donde, “y” es absorbancia y “x” es µmol de tirosina. 
Una unidad de actividad proteasa se definió como la cantidad de enzima capaz de liberar 
1 µmol de tirosina por minuto bajo las condiciones de la prueba. 
- Actividad proteasa (Pr1)  
Para la cuantificación de la actividad proteasa Pr1, 20 µL del extracto enzimático se 
adicionaron a 20 µL de succinil-ala-ala-propil-fenialanina-p-nitroanilina (Sigma®) (1 mM en 
dimetilsulfóxido DMSO) y 250 µL de buffer Tris-HCl (2 mM, pH 8). Esta mezcla se incubó 
durante 5 min a temperatura ambiente y finalizado este tiempo se determinó la absorbancia 
en un espectrofotómetro (Nanodrop® 1000) a 410 nm, por triplicado. Las unidades 
enzimáticas fueron determinadas aplicando la ecuación de la curva de calibración de p-
nitroanilina (Ecuación 1.3), previamente estandarizada por Santos (2014). 
y = 0,5841x + 0,0151    (Ecuación 1.3) 
donde, “y” es absorbancia y “x” es concentración de p-nitroanilina µmol/mL. 
Una unidad de actividad proteasa Pr1 se definió como la cantidad de enzima capaz de 
liberar 1 µmol de p-nitroanilina bajo las condiciones de la prueba (Villamizar et al. 2001).  
1.3.3.6 Actividad insecticida  
La actividad insecticida de los conidios de B. bassiana fue determinada mediante un 
bioensayo en condiciones de laboratorio (Temperatura 28 ºC y humedad relativa HR: 60%). 
Para tal fin, sobre el dorso de larvas de segundo instar provenientes de la unidad de crías 
de insectos del Centro de Investigación Tibaitatá (Corpoica), se aplicaron 2 µL de una 
suspensión de conidios ajustada a 1 x 106 conidios/mL, la concentración letal media (CL50) 
previamente determinada para este aislamiento (García et al., 2018). Posteriormente, las 
larvas fueron individualizadas en recipientes de 0,5 onzas que tenían un grano de maíz 
como sustrato de alimentación. El bioensayo contó con un testigo absoluto en el cual a las 
larvas no se les realizó ninguna aplicación. El diseño experimental fue completamente al 
azar con tres réplicas por tratamiento. La unidad experimental consistió en una caja de 16 
Capítulo 2 21 
 
onzas con 15 larvas. La mortalidad fue evaluada diariamente durante 20 días y se corrigió 
con la mortalidad del testigo mediante la determinación de la eficacia utilizando la fórmula 




 × 100    (Ecuación 1.4) 
donde, “b” corresponde al porcentaje de mortalidad en el tratamiento y “k” corresponde al 
porcentaje de la mortalidad en el testigo.  
1.3.3.7 Análisis estadístico 
La normalidad y la homocedasticidad de los resultados fueron determinadas mediante las 
pruebas de Shapiro Wilks (95%) y Bartlett (95%), respectivamente. Posteriormente se 
realizó un análisis de varianza ANOVA y una prueba de comparación de medias de Tukey 
(95%) o diferencia media significativa (DMS) utilizando el programa Statistix versión 7.0 
(Analitycal Software, Florida, USA). Para los datos que no cumplieron con los criterios de 
homocedasticidad y normalidad, se realizó una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis 
(95%) (Anexo C). La determinación de tiempo letal TL50 y TL90 se realizó con el programa 
estadístico BioStat versión 5.8.1. 
1.4 Resultados y Discusión 
1.4.1 Rendimiento 
El crecimiento de B. bassiana Bv062 fue evidenciado a partir del cuarto día, sólo en los 
sustratos con Aw de 0,99, este resultado corresponde a lo reportado anteriormente para 
otros aislamientos de B. bassiana, cuyo crecimiento es inhibido cuando el medio tiene una 
Aw inferior a 0,97 (Borisade & Magan, 2014; Nuñez-Gaona et al., 2010; Luz & Fargues, 
1997). La mayor esporulación se presentó al día 10, sin detectarse aumento de la misma 
en los días posteriores para ninguno de los dos sustratos. El rendimiento final en avena 
fue de 9,8 x 108 conidios/g sustrato, el cual fue significativamente mayor al obtenido con el 
sustrato arroz con 5,5 x 108 conidios/g sustrato (F = 45,0, gl = 11, P = 0,0001) (Figura 1-
1). El resultado obtenido en arroz fue similar a los descritos por Posada-Flórez (2008) para 
un aislamiento de B. bassiana, quien reportó un rendimiento de 5,4 x 108 conidios/g de 
arroz, después de 15 días de crecimiento. Por otro lado, el rendimiento obtenido en el 
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presente trabajo con el sustrato avena fue superior al descrito por Rodríguez-Gámez et. 
al. (2017) para otro aislamiento de B. bassiana con el que obtuvo una concentración de 5 
x 108 conidios/g de sustrato a base de avena, en dicho trabajo también se evaluaron los 
sustratos, arroz, cebada, maíz, sorgo y trigo, obteniendo rendimientos de 1 x 108 a 3 x 108 
conidios/g de sustrato. 
 
Figura 1-1. Cinética de producción de conidios del aislamiento de B. bassiana Bv062 cultivado en 
fermentación semisólida en medio a base de arroz y avena con Aw de 0,99. 
 
La mayor esporulación de B. bassiana Bv062 en sustrato avena con respecto al arroz 
podría estar relacionada con las diferencias de composición de los dos sustratos. Una 
diferencia importante es la relación C:N, ya que el sustrato avena presentó una relación de 
19:1 mientras que el sustrato arroz presentó una relación superior de 43:1. Este resultado 
indica que el sustrato avena tiene un mayor contenido de nitrógeno, factor determinante 
para el crecimiento y esporulación de algunos hongos (Cliquet & Jackson, 2005). Estos 
resultados son similares a los obtenidos por Gao et. al. (2007) quienes encontraron que 
una relación C:N de 20:1 era ideal para la esporulación de los hongos Paecilomyces 
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favorecieron el crecimiento vegetativo. El mismo comportamiento se ha reportado en otros 
trabajos donde una mayor esporulación de M. anisopliae y B. bassiana se obtuvo en 
sustratos con una relación de C:N de 10:1 y 35:1, mientras que relaciones de C:N 
superiores como 50:1 y 75:1 estimularon el crecimiento vegetativo y tuvieron un efecto 
negativo sobre la esporulación (Vega et al., 2003; Safavi et al., 2007).  
La mayoría de reportes de producción de hongos entomopatógenos se ha hecho con el 
uso de arroz como sustrato (Pham et al., 2010; Ottati-de-Lima et al., 2010; Lopez-Perez et 
al., 2014), posiblemente por factores como costo, facilidad de procesamiento y 
disponibilidad. Sin embargo, el uso de otros sustratos agroindustriales con diferente 
relación de C:N y contenido de vitaminas y minerales, podrían mejorar no solo la 
esporulación, sino la calidad de los conidios. Por ejemplo, el sustrato avena presenta 
mayor contenido de fósforo en comparación con el sustrato arroz, el cual es necesario 
como constituyente de ácido nucleicos, fosfolípidos y obtención de energía en forma de 
ATP (Moore-Landecker, 1996). Igualmente contiene más hierro, el cual es un 
microelemento esencial presente en los citocromos responsables del transporte de 
electrones en la respiración (Moore-Landecker, 1996). Estos microelementos son 
importantes para el crecimiento y fisiología de los hongos, contribuyendo posiblemente al 
mayor rendimiento obtenido en este sustrato. 
1.4.2 Contenido de trehalosa y polioles intracelulares  
Se determinó el contenido de trehalosa y polioles intracelulares de los conidios de B. 
bassiana obtenidos bajo diferentes sustratos y su relación con una mayor estabilidad en 
condiciones de almacenamiento, germinación, actividad enzimática y actividad insecticida. 
Para esto, se realizó en primer lugar la validación de la técnica para cuantificación de 
glucosa, arabitol, sorbitol, manitol y trehalosa mediante HPLC, estableciendo como 
condiciones de corrida una fase móvil de CH3CN/H2O = 80/20, volumen de inyección de 
20 µL, flujo de 1 mL/min y temperatura de la columna de 60 °C (Anexo A). Posteriormente, 
se realizó el análisis de estos compuestos en los extractos obtenidos a partir de los conidios 
producidos en los dos sustratos semisólidos ajustados a una Aw de 0,99 (Figura 1-2). 
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Figura 1-2. Cromatograma de HPLC de extractos obtenidos a partir de conidios de B. bassiana 
Bv062 producidos en sustrato arroz y avena con Aw de 0,99; 1) glucosa; 2) manitol. El extracto se 
obtuvo mediante sonicación de 20 mg de conidios secos en 1 mL de agua durante dos minutos. 
 
Bajo las condiciones de extracción evaluadas solo se detectaron glucosa y manitol en los 
conidios de B. bassiana Bv062, antes y después de un mes de almacenamiento entre los 
polioles evaluados. Sin embargo, el cromatograma muestra elución de compuestos con 
diferentes tiempos de retención que pueden estar relacionados con otros compuestos 
resultado del metabolismo como fructosa, glicerol, eritritol, entre otros (Tarocco et al., 2005; 
Liu, et al., 2015). El análisis estadístico detectó diferencias significativas en el contenido 
de glucosa y manitol. Los conidios producidos en arroz presentaron mayor contenido de 
glucosa con 3,28 mg/g de conidios, mientras que los conidios producidos en avena 
presentaron 2,97 mg/g de conidios (F = 17,1, gl = 23, P = 0.0000). El contenido de glucosa 
no aumentó después del almacenamiento para ninguno de los dos tratamientos (Figura 1-
3). En cuanto al contenido inicial de manitol, éste fue significativamente mayor para el 
tratamiento arroz que para el tratamiento avena, con valores de 7,4 y 6,3 mg/g de conidios 
respectivamente (F = 7,5, gl = 23, P = 0.0015). Después de 30 días de almacenamiento, 
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los niveles de manitol se mantuvieron estables para los conidios provenientes de arroz y 
aumentaron significativamente en los conidios producidos en avena pasando de un valor 
de 6,3 a 7,7 mg/g de conidios (Figura 1-4).  
 
Figura 1-3. Contenido de glucosa (mg/g de conidios) en conidios de B. bassiana Bv062 producidos 
en sustrato arroz y avena en fermentación semisólida y cosechados después de 14 días de 
incubación. Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias según prueba de DMS (95%). 
 
 
Figura 1-4. Contenido de manitol (mg/g de conidios) en conidios de B. bassiana Bv062 producidos 
en sustrato arroz y avena en fermentación semisólida y cosechados después de 14 días de 
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Los niveles de manitol entre 6 y 8 mg/g de conidios detectados en el presente estudio, 
coinciden con los obtenidos por Hallsworth & Magan (1994), quienes obtuvieron una 
acumulación de 8,37 mg/g de conidio de B. bassiana después de 30 días de crecimiento 
en un medio de almidón en el cual la acumulación de este poliol de alto peso molecular se 
asoció principalmente por el alto contenido de carbono. Sin embargo, son mayores a los 
reportados por Hallsworth & Magan, (1996) para otro aislamiento de B. bassiana con una 
acumulación máxima de 3,7 mg/g de conidios.   
La trehalosa no fue detectada en los conidios bajo las condiciones evaluadas y el método 
de extracción implementado, permitiendo concluir que los sustratos empleados, las 
condiciones de fermentación a 25 °C durante 14 días y una exposición a 30 °C durante 30 
días, no estimularon la acumulación de este compuesto en los conidios del aislamiento 
Bv062. Sin embargo, varios estudios han demostrado que este compuesto se acumula en 
los conidios, aunque principalmente bajo condiciones de estrés. Tal es el caso del trabajo 
de Liu et al., (2009) en el cual los conidios de B. bassiana expuestos a temperaturas 
superiores de 35 ºC presentaron una acumulación de trehalosa de 88,3 mg/g de conidio 
en comparación con el contenido inicial de 4,2 mg/g de conidio. En otros trabajos este 
disacárido fue detectado después de tiempos prolongados de incubación (superiores a 20 
días) o cuando este disacárido fue adicionado al medio de cultivo, con concentraciones de 
11,65 mg/g de conidio después de 30 días de incubación (Hallsworth & Magan, 1994). 
Los polioles o polihidroxialcoholes como el glicerol, manitol, arabitol, entre otros, son 
compuestos que pueden ser acumulados intracelularmente a partir de polioles disponibles 
en el sustrato o a partir de la glucólisis. Estos compuestos contribuyen a la regulación 
osmótica (Hallsworth & Magan, 1996) al disminuir la actividad de agua intracelular en 
condiciones donde hay baja disponibilidad de agua (Hallsworth & Magan, 1994; Tarocco 
et al., 2005). De igual manera, los polioles están involucrados con la termotolerancia de 
conidios y estabilidad enzimática y juegan un papel en la germinación, la estabilidad y la 
actividad biocontroladora en condiciones de estrés como alta temperatura y baja humedad 
relativa (Liu et al., 2009). Por otro lado, la trehalosa puede acumularse intracelularmente 
actuando como soluto compatible o localizarse en las cabezas polares de los fosfolípidos 
presentes en la membrana lipídica manteniendo la integridad de la membrana en 
condiciones de deshidratación. Así, en procesos de desecación, las proteínas y enzimas 
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mantienen su estructura nativa (Kaushik & Bhat, 2003), y las membranas no se rompen 
por pérdida y recuperación de agua (Reder-Christ et al., 2013; Hallsworth & Magan, 1996). 
La trehalosa no solo funciona como protectante en condiciones de estrés como la 
desecación, sino también frente a altas temperaturas y limitación de nutrientes (Leng et al., 
2011) 
El manitol es un poliol de 6 carbonos producido por las enzimas manitol-1-fosfato 
deshidrogenasa y manitol deshidrogenasa a partir de la fructosa-6-fosfato y fructosa 
proveniente de la glucólisis, utilizando NADH y NADPH como cofactor, y ha sido reportado 
como el poliol más abundante en hongos (Meena et al., 2015). Este compuesto contribuye 
a la tolerancia frente a condiciones de estrés como la radiación UV, el estrés osmótico y 
oxidativo, la temperatura y la limitación de nutrientes, por lo cual también es utilizado como 
fuente de carbono (Ruijter et al., 2003; Wang et al., 2016). 
La respuesta a dichas condiciones de estrés se da por el estímulo recibido por los 
receptores de membrana acoplados a proteínas G. Estás proteínas reciben la señal y 
activan una cascada de señalización por la vía MAPK (proteína quinasa activada por 
mitógenos)  y cAMP - PKA (adenosín monofosfato cíclico-proteína quinasa A), las cuales 
vía fosforilación activan factores de transcripción que modulan la expresión de genes 
necesarios para la adaptación a estos cambios ambientales (Ortiz-Urquiza & Keyhani, 
2015; Ortiz-Urquiza & Keyhani, 2016). En este contexto, es posible que las condiciones de 
fermentación utilizadas y el estrés generado durante el secado al que fueron sometidos 
después del día 8, hayan activado la cascada de señalización para la expresión de los 
genes de las enzimas manitol-1-fosfato deshidrogenasa y manitol deshidrogenasa ( Wang 
et al., 2016) acumulándose manitol en los conidios producidos en los dos sustratos. 
En este trabajo, la acumulación de glucosa en los conidios producidos en arroz y avena 
pudo darse por el metabolismo de los polisacáridos presentes en el medio de cultivo y su 
acumulación posiblemente representa una ventaja, al ser una reserva nutricional que 
puede favorecer la germinación (Bidochka et al., 1990), así como ser fuente para la 
producción de polioles y trehalosa bajo condiciones de estrés. Se ha demostrado que 
medios con limitación de nitrógeno favorecen la acumulación de contenido intracelular de 
carbohidratos en blastosporas de B. bassiana (Lane et al., 1991). Esto coincide con los 
resultados obtenidos en el presente trabajo, ya que la concentración de glucosa y manitol 
de los conidios frescos recuperados del sustrato arroz (relación C:N 43:1), mostraron un 
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contenido significativamente superior de los dos polioles, en comparación con los 
recuperados del sustrato avena (relación C:N 19:1). Igualmente, bajo la ruta de 
señalización cAMP-PKA, se puede inducir el metabolismo del glucógeno de reserva y 
aumentar el contenido de glucosa necesario para crecimiento, obtención de energía y 
producción de metabolitos involucrados en tolerancia a diferentes condiciones ambientales 
(Fuller & Rhodes, 2012). 
1.4.3 Germinación  
La germinación de los conidios de B. bassiana Bv062 recuperados de los dos medios de 
cultivo en estudio fue evaluada antes y después de un mes de almacenamiento a 30 °C 
(Tabla 1-1). Se detectó una reducción significativa del 20% (F = 7,78, gl = 23, P = 0,0012) 
en la germinación los conidios producidos en arroz, que presentaron un valor final del 
74,1%, inferior al límite mínimo del 80% sugerido para asegurar la calidad de productos a 
base de hongos entomopatógenos (Jenkins & Grzywacz, 2000). Por otro lado, los conidios 
producidos en avena no presentaron un cambio significativo en la germinación, la cual se 
mantuvo por encima del 80% después del almacenamiento. 
Tabla 1-1. Germinación de conidios de B. bassiana Bv062 producidos en diferentes sustratos (Aw 
0,99) mediante fermentación semisólida y almacenados un mes a 30 °C. Tratamientos con la misma 
letra no presentan diferencias, según prueba de DMS (95%). 
Sustrato 
Germinación 
0 meses 1 mes 
Arroz 94,5 ± 0,5 a 74,1 ± 17,1 b 
Avena 94,5 ± 1,1 a 81,0 ± 10,4 a 
 
La germinación puede estar influenciada por factores como pH, temperatura, disponibilidad 
de agua, nutrientes y compuestos tóxicos de la superficie del hospedero (Sandhu et al., 
2012). Es importante por esta razón establecer condiciones de producción que permitan 
obtener conidios con mayor capacidad de germinación para mejorar la virulencia del hongo 
(Lopez-Perez et al., 2014). En este trabajo la germinación después de un mes de 
almacenamiento a 30 °C se redujo significativamente con el tratamiento arroz, y aunque 
se presentó una reducción numérica con el sustrato avena, ésta no fue significativa, este 
resultado sugiere que dicha característica pudo estar influenciada por una condición 
nutricional, considerando que los sustratos presentaron diferencias en la relación C:N. Es 
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posible que los componentes diferentes del sustrato avena y la baja relación C:N hayan 
inducido la acumulación de compuestos de reservas diferentes a la glucosa, los cuales 
podrían mejorar la tolerancia a condiciones de estrés durante el almacenamiento y ser 
utilizados por los conidios como fuente de energía en el proceso de germinación  (Schisler 
et al., 1990; Jackson & Schisler, 1992). Se han reportado varios compuestos que favorecen 
la tolerancia a la temperatura, como las proteínas de choque térmico, que evitan la 
agregación de proteínas y favorecen el plegamiento a altas temperaturas y la producción 
de hidrofobinas, que son proteínas anfipáticas ubicadas en la pared celular formando una 
capa hidrofóbica que contribuye a la estabilidad celular, para las cuales se ha demostrado 
que su producción varía en función de la fuente de carbono (Ying & Feng, 2004; Rangel, 
2011). Por ejemplo, un medio suplementado con glucosa y almidón influyó sobre la 
termotolerancia de conidios de B. bassiana cuando fueron sometidos a una temperatura 
de 48°C durante 30 minutos obteniéndose una sobrevivencia superior al 50% en 
comparación con una sobrevivencia del 16% cuando los conidios fueron cultivados en un 
medio a base de sacarosa (Ying & Feng, 2006). Mascarin et al., (2018) también 
demostraron que la disponibilidad de nitrógeno en forma de aminoácidos libres mejora la 
tolerancia de B. bassiana a la desecación. Por esta razón es posible que el alto contenido 
de nitrógeno en la avena haya favorecido la tolerancia a la desecación a la que fueron 
sometidos los conidios en el presente estudio. Además, la composición particular del 
sustrato avena podría también influir de manera positiva en la producción de enzimas, 
como superóxido dismutasas y catalasas, que actúan sobre radicales libres de oxígeno 
producidos durante el metabolismo, evitando así el daño oxidativo de moléculas que 
repercute en la viabilidad y el crecimiento (Chantasingh et al., 2013; Li et al., 2015). De 
igual manera, se observó que la condición de temperatura durante un mes de 
almacenamiento estimuló la producción de manitol en los conidios producidos en sustrato 
avena, compuesto que se ha reportado por ser fuente de carbono y favorecer la 
germinación de los conidios en condiciones de estrés (Meena et al., 2015; Wyatt et al., 
2014; Liu et al., 2015). La acumulación de estos compuestos podría entonces mejorar la 
velocidad de germinación, la estabilidad enzimática y por lo tanto, la mayor virulencia 
(Hallsworth & Magan, 1995). 
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1.4.4 Actividad enzimática  
De acuerdo con los resultados obtenidos, la actividad lipasa fue superior en el sustrato 
avena con un valor de 0,05 U/mL en comparación con 0,04 U/mL en arroz (F = 143, gl = 
23, P = 0,000). Además, se presentó un aumento significativo de la actividad lipasa a 0,085 
U/mL y 0,089 U/mL para los conidios producidos en arroz y avena respectivamente 
después de un mes de almacenamiento (Figura 1-5).  
 
Figura 1-5. Actividad lipasa de conidios de B. bassiana Bv062 producidos en diferentes sustratos 
(Aw 0,99) mediante fermentación semisólida y almacenados un mes a 30 °C. Tratamientos con la 
misma letra no presentan diferencias según prueba de DMS (95%). Unidad enzimática (U/mL): 
µmoles de p-nitrofenol liberados por minuto a 35 °C. 
 
El nivel de actividad lipasa fue bajo posiblemente debido al bajo porcentaje de grasas que 
aportan los sustratos el cual es inferior al 3%. La obtención de mayor actividad lipasa en 
otros aislamientos de B. bassiana se ha obtenido con el uso de inductores como aceite de 
oliva y soya (Dhawan & Joshi, 2017; Beys Silva  et al., 2005). Sin embargo, la actividad 
lipasa aumentó después de un mes de almacenamiento, lo que puede deberse a una 
inducción de estas enzimas para el uso de reservas lipídicas como fuente de energía en 
condiciones de estrés (Keyhani & Rangel, 2017). 
Estas enzimas, en el proceso infectivo, no solo son inducidas para degradación de los 
lípidos de la cutícula del insecto, pero también para el uso de reservas lipídicas requeridas 
para la conidiación y para la obtención del glicerol necesario para incrementar la turgencia 
y permitir la formación del apresorio, lo cual contribuye en la virulencia del hongo (Jackson 
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La actividad N-acetilglucosaminidasa (NAGasa) de los conidios producidos en avena, con 
un valor de 2,4 U/mL, fue significativamente mayor que la detectada para los conidios 
producidos en arroz (F = 400, gl = 23, P = 0,000) (Figura 1-6). Después de 30 días de 
almacenamiento la actividad NAGasa disminuyó significativamente para todos los 
tratamientos. Sin embargo, los conidios producidos en avena presentaron la mayor 
actividad quitinasa después del almacenamiento. La disminución de actividad enzimática 
pudo ser resultado de la temperatura (30 ºC) y la pérdida de agua durante el 
almacenamiento, condiciones reportadas por alterar la estructura, estabilidad y por lo tanto 
funcionalidad de las enzimas (Daniel & Danson, 2013; Meyer, 1992). Igualmente, la 
formación de radicales libres de oxígeno normalmente producidos durante el 
almacenamiento pudieron también afectar la actividad enzimática (Gessler et al., 2007). 
 
Figura 1-6. Actividad N-acetilglucosaminidasa (NAGasa) de conidios de B. bassiana Bv062 
producidos en diferentes sustratos (Aw 0,99) mediante fermentación semisólida y almacenados un 
mes a 30 °C. Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias según prueba de DMS 
(95%). Unidad enzimática (U/mL) µmoles de p-nitrofenol liberados por minuto a 35 °C. 
 
Las quitinasas son enzimas que degradan el polímero de quitina compuesto por N-
acetilglucosamina para ser usados como fuente nutricional. Además, participan en la 
remodelación de la pared celular durante el crecimiento del hongo, competición y defensa 
contra otros organismos. Son clasificadas dentro del grupo de glucósido hidrolasas 18, 19 
y 20 (Mondal et al., 2016). Las endoquitinasas y exoquitinasa (quitobiosidasa) han sido 
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secuencias genómicas. La N-acetilglucosaminidasa pertenece a la familia 20 (Mondal et 
al., 2016), y su expresión se presentó en los sustratos arroz y avena posiblemente debido 
al contenido de celulosa y almidón, ya que existen enzimas glucósido hidrolasas que 
podrían tener diferentes módulos de unión a carbohidratos, tanto a quitina como celulosa 
y almidón, presentando afinidad y siendo inducidas por estos sustratos (Boraston et al., 
2004; (AFMB - CNRS - Université d’Aix-Marseille, 2017). Previamente se ha reportado que 
la inducción de N-acetilglucosaminidasas se puede dar con diferentes fuentes de carbono 
debido a estructuras similares como dextrinas, glucanos, celobiosa, entre otros (Seidl et 
al., 2006; Slámová et al., 2010). Además, el nitrógeno y el tipo de fuente de nitrógeno han 
sido reportados como factores fundamentales para la producción de enzimas (Dhar & Kaur, 
2009; Seidl et al., 2008), por lo que mayor contenido de nitrógeno en el sustrato avena 
pudo también influenciar la mayor actividad quitinasa detectada en los conidios producidos 
en dicho medio de cultivo. 
Los resultados permitieron evidenciar un efecto del sustrato de producción masiva sobre 
los niveles de proteasas, siendo los conidios producidos en avena, aquellos que 
presentaron una significativamente mayor actividad, con 9,9 U/mL, en comparación con el 
arroz, con 1,2 U/mL (F = 265; gl = 23; P = 0,0000) (Figura 1-7). Después de un mes de 
almacenamiento no se evidenció disminución significativa de la actividad proteolítica en 
ningún tratamiento. El mayor contenido de nitrógeno en la avena posiblemente indujo la 
expresión de proteasas a un nivel casi ocho veces mayor al obtenido en el sustrato arroz, 
resultado que está relacionado con el contenido de proteína, el cual corresponde al 30% 
en avena, mientras que en arroz está alrededor del 3%, aproximadamente. Esta alta 
expresión de proteasas permite la liberación de un alto contenido de nitrógeno, elemento 
necesario para el crecimiento y esporulación del hongo (Moore-Landecker, 1996), lo que 
posiblemente permitió obtener un mayor rendimiento en la producción de conidios con el 
sustrato avena. 
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Figura 1-7. Actividad proteasa total de conidios de B. bassiana Bv062 producidos en diferentes 
sustratos Aw 0.99) mediante fermentación semisólida y almacenados un mes a 30 °C. Tratamientos 
con la misma letra no presentan diferencias según prueba de DMS (95%). Unidad enzimática: 
µmoles de tirosina liberados por minuto a 37 °C. 
 
Para la actividad proteasa Pr1, no se presentaron diferencias entre los conidios producidos 
en arroz y avena, con valores de 0,20 U y 0,24 U respectivamente (Figura 1-8). Además, 
la actividad proteasa Pr1 aumentó significativamente después de un mes de 
almacenamiento para los dos tratamientos evaluados, siendo significativamente superior 
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Figura 1-8. Actividad proteasa Pr1 de conidios de B. bassiana Bv062 producidos en diferentes 
sustratos (Aw 0.99) mediante fermentación semisólida y almacenados un mes a 30 °C. Tratamientos 
con la misma letra no presentan diferencias según prueba de DMS (95%). Unidad enzimática 
(U/mL): µmoles de p-nitrofenol liberados por minuto a 35 °C. 
 
En el caso de B. bassiana se ha reportado la presencia de dos proteasas específicas Pr1 
y Pr2: las serin proteasas Pr1 (tipo subtilisina) y Pr2 (tipo tripsina). Se ha demostrado que 
la enzima Pr1 es fundamental en el proceso de degradación de la cutícula (Sánchez-Pérez 
et al., 2014; Ortiz-Urquiza et al., 2014). La mayor expresión de Pr1 cuando la producción 
se realizó con avena pudo estar relacionada como se mencionó anteriormente para 
proteasas totales, con el mayor contenido de nitrógeno en el sustrato avena. Por ejemplo, 
se ha reportado la estimulación de la enzima Pr1 en medios con bajas relaciones de C:N 
de 35:1 y 10:1 (Safavi et al., 2007), rango en el cual se encuentra la relación 19:1 del 
sustrato avena utilizado. 
En contraste a la disminución de actividad enzimática de NAGA, después de un mes de 
almacenamiento, la actividad Pr1 aumentó significativamente para los dos tratamientos. 
Es posible que esto se deba a una mayor estabilidad de esta enzima frente a condiciones 
de estrés como la temperatura y la desecación debido a su composición de aminoácidos y 
estructura (Daniel  et al., 1996; Argos et al., 1979) También pudo presentarse un aumento 
de actividad después de la hidratación cuando los conidios fueron suspendidos en Tween 
al 0,1% (p/v), ya que se ha demostrado como los procesos de hidratación afectan los 
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enzima, influyendo positivamente sobre la actividad enzimática (Zhang et al., 2007) Rodier 
et al., 2005; Khodadadi et al., 2008). 
1.4.5 Actividad insecticida de B. bassiana Bv062 sobre larvas de D. 
saccharalis 
El proceso infectivo de B. bassiana Bv062 sobre D. saccharalis se caracterizó inicialmente 
por el cambio de coloración de la larva a rosado a los tres días postinoculación. Este 
cambio de color ha sido asociado a la producción de oosporeina, un metabolito que 
presenta actividad antibiótica frente a la microbiota del insecto, y contribuye a la evasión 
del sistema inmune del insecto promoviendo la infección (Feng et al., 2015; Fan et al., 
2017). Pasados 4 días, inició el desarrollo de micelio en la superficie de las larvas, las 
cuales se tornaron duras. Pasados 5 días, los cadáveres estaban completamente cubiertos 
de micelio y esporas, presentando un color beige y aspecto pulvurento (Figura 1-9).  
 
Figura 1-9. Larva sana de D. saccharalis (a) y desarrollo de síntomas de la enfermedad causada 
por conidios de B. bassiana a los 3 (b), 4 (c) y 5 (d, e) días después de aplicación del hongo. 
 
Para los conidios recién recuperados del sustrato, se determinó un TL90 de 14,9 d cuando 
el hongo fue crecido en avena, mientras que un valor significativamente mayor de 19,4 d 
se obtuvo cuando el hongo fue crecido en arroz (Tabla 1-2), evidenciándose una reducción 
del tiempo letal del 23,2% al utilizar avena. Entre los días 10 y 14 se observó una mayor 
eficacia con los conidios producidos en sustrato avena con valores del 58,3% al 87,9%, 
mientras que los producidos en arroz tuvieron eficacias entre el 46,4% y el 74,7%. Las 
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eficacias finales después de 20 días de iniciado el bioensayo fueron del 96,7% y 92,2% 
para los conidios producidos en avena y arroz, respectivamente. Después de un mes de 
almacenamiento, los conidios producidos en arroz y avena mostraron una reducción 
significativa en la eficacia con valores entre el 70,6% y el 74,1%, respectivamente, al día 
20 post-inoculación (F = 13,5, gl = 23, P = 0,0000) (Figura 1-10). 
 
 
Figura 1-10. Actividad insecticida de conidios de B. bassiana Bv062 producidos en diferentes 
sustratos (Aw 0,99) antes y después de ser almacenados un mes a 30 °C, sobre larvas de 2do instar 
de D. saccharalis. Tratamientos con la misma letra no presentan diferencia. 
 
Después de un mes de almacenamiento, el TL90 de los conidios producidos en el sustrato 
avena de 27,9 d fue significativamente menor que el del tratamiento arroz con 31,0 d (Tabla 
1-2), con una reducción del 10,0% en el tiempo letal al utilizar avena como sustrato de 
producción. Cabe destacar que, si bien los valores de germinación de los conidios 
almacenados estuvieron por debajo del 90% para los dos tratamientos, se alcanzaron altos 
niveles de eficacia (>70%), lo que podría sugerir que algunos conidios estaban viables, 
pero en estado de latencia, razón por la cual se redujo su velocidad de germinación. Los 
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d (Tabla 1-2), valor significativamente menor que el obtenido con el tratamiento arroz, 
confirmando nuevamente la mayor virulencia de los propágulos producidos en dicho 
sustrato.  
 
Tabla 1-2. Tiempos letales de conidios de B. bassiana B062 producidos en diferentes sustratos (Aw 
0,99), y aplicados a una concentración de 1 x 106 con/mL en condiciones de laboratorio, antes y 





Límite de confianza 95% 
Χ2 p 
Inferior Superior  
Arroz (0 meses) 
TL50 9,7 9,3 10,2 
6,4 0,9307 
TL90 19,4 17,9 21,4 
Arroz (1 mes) 
TL50 13,0 12,7 14,1 
7,3 0,8866 
TL90 31,0  29,3 38,5 
Avena (0 meses) 
TL50 9,1 8,8 9,4 
7,2 0,8407 
TL90 14,9 14,1 15,8 
Avena (1 mes) 
TL50 11,7 11,1 12,0 
4,7 0,9 
TL90 27,9 24,6 31,9 
 
B. bassiana Bv062 presentó alta eficacia y tiempos letales menores en comparación con 
algunos resultados reportados para el control de D. saccharalis en otros trabajos. Por 
ejemplo, con el uso de blastosporas, a una concentración de 1 x 107 con/mL, se obtuvo 
una mortalidad de 70% a los 15 días después del tratamiento, comparado con una 
mortalidad de 30% cuando se utilizó una suspensión de conidios en la misma 
concentración (Alves et al., 2002). En otro estudio, se obtuvo una mortalidad del 43% de 
larvas de tercer instar inoculadas con una suspensión de B. bassiana a una concentración 
de 1 x 105 con/mL, además de una reducción de la fertilidad, con un valor de la viabilidad 
de huevos depositados (48,6%) en comparación con el testigo no inoculado, la cual fue de 
88,41% (Aurélio et al., 2008). Svedese et al. (2013), determinaron un tiempo letal medio 
(TL50) para B. bassiana de 2,2 d a una temperatura de 26 ºC el cual es menor al obtenido 
en este trabajo, sin embargo, se obtuvo usando una concentración 100 veces más alta de 
1 x 108 con/mL sobre D. saccharalis.   
La germinación y actividad enzimática fue superior en los conidios producidos en avena 
los cuales a su vez presentaron mayor virulencia frente a D. saccharalis. Una rápida 
geminación y penetración de la cutícula debido a la actividad enzimática, favorece la rápida 
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entrada del hongo a la hemolinfa para que se den los procesos de colonización que causan 
la muerte del insecto, lo que explica la reducción en los tiempos letales (Jackson et al., 
2010).  
Los resultados obtenidos demostraron que el sustrato avena, con una relación de C:N de 
19:1, influyó sobre variables como la germinación, la actividad enzimática y la virulencia de 
los conidios de B. bassiana sobre larvas de D. saccharalis. Resultados similares fueron 
reportados por Shah et al., (2005) para M. anisopliae, al encontrar que el hongo fue más 
virulento cuando se redujo la relación C:N en el medio de producción, con menores tiempos 
letales asociados a la mayor expresión de enzimas como Pr1 que también aumentaron en 
esta condición. En otro trabajo, se detectó un aumento de la actividad enzimática Pr1 en 
B. bassiana cuando se redujo la relación C:N a 35:1 y 10:1 y como resultado se obtuvieron 
menores tiempos letales frente a Tenebrio molitor (Safavi et al., 2007).  
Rangel et al. (2008) también demostraron como las condiciones de cultivo influyen en la 
virulencia del hongo, al encontrar que un medio mínimo suplementado con lactosa permitió 
la obtención de conidios de M. anisopliae con mayor virulencia sobre Tenebrio molitor, 
favorecido por la mayor adherencia de los conidios a la cutícula. En un trabajo similar, Caro 
et al., (2005) reportó que el uso del sustrato soya para la producción de conidios de 
Nomuraea rileyi redujo el tiempo letal medio TL50 sobre Spodoptera frugiperda a 5,6 d en 
comparación con los obtenidos al utilizar arroz (7 d) y agar YM (7,7 d), confirmando el 
efecto determinante que tiene el sustrato de producción sobre la virulencia de los hongos 
entomopatógenos (Caro et al., 2005). 
1.4.6 Selección del sustrato de producción de conidios con alto 
rendimiento ecofisiológico  
Para seleccionar un proceso de producción para hongos entomopatógenos se deben tener 
en consideración varios aspectos como el rendimiento y su relación beneficio/costo, la 
estabilidad de los conidios en almacenamiento y su actividad insecticida bajo diferentes 
condiciones ambientales (Jackson et al., 2010). 
En este sentido y con el objetivo de seleccionar el sustrato apropiado para la producción 
de conidios de Bv062, se realizó un análisis de beneficio/costo relacionando el precio del 
sustrato con el rendimiento de conidios (g de biomasa) y las variables ecofisiológicas 
evaluadas. Teniendo en cuenta la composición de los sustratos evaluados y el rendimiento 
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por gramo de medio de cultivo, se estimó que la producción de 1 g de conidios de Bv062 
tendría un costo de $169 pesos utilizando arroz y $146 pesos utilizando avena. 
En la tabla 1-3 se presenta un resumen de todas las variables ecofisiológicas evaluadas y, 
al comparar los resultados con los dos sustratos, se resaltaron en negrilla los valores 
deseables para cada variable. Se puede observar que con el sustrato avena se obtuvo 
mayor rendimiento, germinación, actividad enzimática y actividad insecticida (algunas 
variables con significancia estadística según los descrito previamente), lo que, sumado a 
un menor costo de producción, permitió seleccionar el sustrato de avena para la producción 
de conidios con alto rendimiento ecofisiológico y el desarrollo de la siguiente fase del 
presente trabajo.  
Tabla 1-3. Consolidado de variables ecofisiológicas de conidios de B. bassiana Bv062 producidos 




0 meses 1 mes 0 meses 1 mes 
Rendimiento (conidios/ g de sustrato) 5,0 x 108 - 9,8 x 108 - 
Germinación (%) 94,5 74,1 94,5 81 
Glucosa (mg/ g de conidios) 3,3 3,4 2,97 3,1 
Manitol (mg/ g de conidios) 7,4 8,0 6,3 7,7 
Lipasa (U/mL) 0,04 0,09 0,05 0,09 
NAGasa (U/mL) 1,9 0,6 2,4 1,2 
Proteasa (U/mL) 1,2 1,51 9,9 9,2 
Pr1 (U/mL) 0,03 0,05 0,04 0,06 
Eficacia (%) 91,6 70,6 96,4 74,1 
TL50 (días) 9,7 13,0 9,1 11,7 
TL90 (días) 19,4 31,3 14,9 27,9 
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2. Capítulo 2. Selección de un aditivo inductor 
de virulencia para la producción de conidios 
de Beauveria bassiana con alta actividad 
insecticida 
2.1 Resumen 
Con el objetivo de aumentar la actividad enzimática e insecticida de Beauveria bassiana 
sobre larvas de Diatraea saccharalis, se realizó la suplementación del medio semisólido 
de producción masiva con aditivos con potencial inductor de virulencia de los conidios 
(proteína aislada de soya, salvado de trigo y quitosán). Los inductores fueron utilizados a 
tres concentraciones correspondientes al 0,1, 0,5 y 1,0% (p/p) incorporados en el sustrato 
avena previamente seleccionado para la obtención de conidios con alto rendimiento 
ecofisiológico. Se evaluaron las variables germinación, rendimiento, actividades 
enzimáticas lipasa, NAGasa, proteasa, Pr1, y la virulencia expresada como eficacia y 
tiempo letal. Los conidios obtenidos al utilizar los inductores proteína aislada de soya al 
1,0%, salvado de trigo al 0,1 y 0,5% presentaron alta actividad lipasa, NAGasa y proteasa, 
así como los menores tiempos letales sobre larvas de D. saccharalis con TL50 de 6,5, 6,3 
y 6,7 d, respectivamente. El salvado de trigo al 0,1% (p/p) fue seleccionado como aditivo 
inductor enzimático y de virulencia con potencial de uso para la producción masiva del 
hongo, considerando su alta disponibilidad, bajo costo y efecto potenciador de la actividad 
insecticida de los conidios de B. bassiana Bv062. 
Palabras clave: B. bassiana, D. saccharalis, N-acetilglucosaminidasa, Proteasa Pr1, β-
esterasa, virulencia. 
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2.2 Introducción 
Beauveria bassiana es un hongo ampliamente estudiado debido a sus diferentes 
aplicaciones en la agricultura. Pertenece a la división Ascomycota, orden Hypocreales y 
familia Clavicipitacea; Este hongo presenta hábitos como saprófito en suelos, endófito 
contribuyendo a la inducción de resistencia frente a insectos plaga y microorganismos 
fitopatógenos (Quesada-Moraga et al., 2009; Ownley et al., 2008) y principalmente como 
entomopatógeno. Se ha reportado su eficacia en el control de insectos debido a la 
producción de enzimas quitinolíticas y proteolíticas, su velocidad de colonización y su 
amplio rango de hospederos dentro los órdenes Lepidoptera, Hymenoptera, Coleoptera y 
Diptera,  (Virginia et al., 2013; Kaur & Padmaja, 2009; Zare et al., 2014). 
El proceso de infección de los hongos entomopatógenos inicia con el reconocimiento y la 
adherencia de los conidios a la cutícula del insecto, la cual está mediada por hidrofobinas 
afines con la composición lipídica en la superficie del hospedero (Sandhu et al., 2012), 
seguido de una rápida germinación y posterior degradación y colonización de la cutícula 
mediante la formación de un apresorio y producción de enzimas hidrolíticas como las 
lipasas, proteasas y quitinasas (Ortiz-Urquiza & Keyhani, 2013; Shahid et al., 2012; 
Thomas & Read, 2007). Posteriormente, las hifas llegan a la hemolinfa iniciando su 
reproducción mediante formación de blastosporas y la producción de toxinas como 
beauvericinas que aceleran la muerte del insecto. Finalmente, se presenta la salida de las 
hifas a través de los espacios intersegmentales y la esporulación que promueve la 
transmisión horizontal de la enfermedad (Joel & Mouatcho, 2010; Ortiz-Urquiza & Keyhani, 
2013).  
En este sentido, el uso de aditivos inductores de virulencia podrían mejorar la germinación 
y la producción de enzimas que han sido factores reportados por tener un efecto sobre la 
mayor actividad insecticida de hongos entomopatógenos (Jackson et al., 2010; Lopez-
Perez et al., 2014). Las lipasas son enzimas importantes en el proceso de infección debido 
a la hidrólisis de enlaces éster de lipoproteínas y grasas de la epicutícula que corresponden 
a la primera barrera hidrofóbica de la cutícula del insecto (Sánchez-pérez et al., 2014; 
Sharma et al., 2001). Por otro lado, las proteasas son responsables de la degradación de 
proteínas en la procutícula y la hemolinfa del hospedero (Harrison & Bonning, 2010; Dhar 
& Kaur, 2010). En el caso de hongos entomopatógenos, como B. Bassiana, se ha 
reportado la presencia de dos serina proteasas Pr1 y Pr2. La importancia de la proteasa 
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Pr1 en el proceso de degradación de la cutícula de los insectos, ha sido demostrada en 
varios trabajos (St. Leger et al., 1988; Sánchez-pérez et al., 2014; Ortiz-Urquiza et al., 
2014). Por ejemplo, para el hongo Metarhizium anisopliae se demostró que la expresión 
de Pr1 se da al comienzo del proceso de infección durante la formación del apresorio y al 
final del mismo cuando hay colonización superficial del insecto (Small & Bidochka, 2005). 
Estas enzimas, al degradar la proteína de la procutícula, facilitan la accesibilidad a la 
quitina presente (St Leger et al., 1996). De este modo, las quitinasas son enzimas que 
rompen los enlaces β-1,4 de los polímeros de quitina formados por unidades de N-acetil-
D-glucosamina presentes en la cutícula y matriz peritrófica del insecto (Yan & Fong, 2015).  
En este sentido, una mayor germinación y actividad enzimática son cruciales para el 
proceso infectivo del insecto y su mayor expresión y acumulación se relaciona con una 
mayor actividad insecticida (Virginia et al., 2013; Kaur & Padmaja, 2009; Zare et al., 2014). 
Considerando lo anterior, el objetivo de este trabajo fue seleccionar un aditivo inductor de 
virulencia de B. bassiana y estudiar su efecto sobre el control de larvas de D. saccharalis. 
 
2.3 Materiales y métodos 
2.3.1 Microorganismos 
El hongo B. bassiana Bv062 fue conservado de acuerdo con lo descrito en el numeral 
1.3.1, página 16. 
2.3.2  Larvas de Diatraea saccharalis 
Las larvas de D. saccharalis para los ensayos de actividad insecticida se mantuvieron de 
acuerdo con lo mencionado en el numeral 1.3.2, página 16. 
2.3.3 Efecto de aditivos sobre el rendimiento y características de los 
conidios de B. bassiana Bv062 producidos en fermentación semisólida 
en medio a base de avena 
Se evaluaron tres inductores de virulencia, proteína aislada de soya, salvado de trigo y 
quitosán a las concentraciones de 0,1, 0,5 y 1,0% (p/p) en el sustrato avena previamente 
seleccionado. Se utilizó un diseño factorial con tres réplicas por tratamiento. La unidad 
experimental consistió en una bandeja de aluminio de 18 x 11,5 cm que contenía 120 g del 
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medio semisólido a base de cada sustrato al 10% (p/p). Cada bandeja se inoculó mediante 
la aspersión de 2 mL de una suspensión de conidios ajustada a una concentración de 1 x 
106 con/mL a partir de un cultivo esporulado del hongo de 7 d de edad crecido en medio 
PDA. Las bandejas se cubrieron y se incubaron a 25 °C con luz constante durante 14 d (7 
d cubiertas con película plástica y 7 d cubiertas con papel absorbente para secar los 
conidios). A los 14 d se removieron los conidios del sustrato por vía seca utilizando una 
brocha y se hizo una tamización por una malla de acero inoxidable de 150 µm de apertura, 
pesada y posteriormente evaluada para determinar la germinación, la actividad enzimática 
y la actividad insecticida.  
2.3.3.1 Rendimiento y germinación  
El porcentaje de germinación y el rendimiento de conidios/g de sustrato fue determinado 
siguiendo la metodología descrita en el numeral 1.3.3.1 y 1.3.3.4, páginas 17 y 18. 
2.3.3.2 Actividad enzimática  
La obtención del extracto a partir de conidios de B. bassiana y la determinación de actividad 
lipasa, NAGasa, proteasa total y proteasa Pr1 se realizó siguiendo las metodologías 
descritas en el numeral 1.3.3.5, página 18. 
2.3.3.3 Actividad insecticida 
La actividad insecticida de conidios de B. bassiana provenientes del sustrato avena 
suplementado con los diferentes aditivos se llevó a cabo bajo los mismos parámetros 
establecidos en la metodología del numeral 1.3.3.6, página 20. 
2.3.4 Análisis Estadístico 
El análisis estadístico se llevó a cabo de acuerdo con lo descrito en el numeral 1.3.3.7, 
página 21. 
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2.4 Resultados y Discusión  
2.4.1 Efecto de aditivos sobre el rendimiento y la germinación de conidios 
de B. bassiana Bv062 producidos en fermentación semisólida en medio 
a base de avena 
Los resultados de rendimiento y los porcentajes de geminación de los conidios producidos 
en el medio a base de avena suplementado con aditivos con potencial inductor de 
producción y acumulación de enzimas se presentan en la Tabla 2-1. Los rendimientos 
oscilaron entre 1,1 x 109 y 2,7 x 109 conidios/g de sustrato, con diferencias significativas 
entre tratamientos. La mayor esporulación se presentó con el uso de proteína aislada de 
soya al 0,5 y 1,0% (p/p) y salvado de trigo al 0,1 y 0,5% (p/p) (F = 24,8, gl = 59, P = 0,000). 
La germinación estuvo en el rango del 90,9% al 93,9% y no se detectaron diferencias 
significativas entre los conidios producidos en medio avena sin suplementar y los 
suplementado con los diferentes aditivos a las diferentes concentraciones evaluadas (F = 
0,9, gl = 59, P = 0,53).  
 
Tabla 2-1. Germinación y rendimiento de conidios de B. bassiana Bv062, producidos en 
fermentación semisólida con medio a base de avena suplementado con aditivos con potencial 






 (conidios/ g sustrato) 
Sin inductor 93,4 ± 1,1 1,5 x 109 cd 
Soya 0,1 % 92,2 ± 1,4 2,0 x 109 ab 
Soya 0,5 % 93,0 ± 2,6 2,7 x 109 a 
Soya 1,0 % 92,9 ± 2,3 2,3 x 109 ab 
Salvado 0,1 % 92,9 ± 2,9 2,4 x 109 ab 
Salvado 0,5 % 93,9 ± 2,1 2,6 x 109 ab 
Salvado 1,0 % 92,8 ± 3,2 2,0 x 109 bc 
Quitosán 0,1 % 93,4 ± 2,8 1,5 x 109 cd 
Quitosán 0,5 % 92,1 ± 3,9 1,4 x 109 d 
Quitosán 1,0 % 90,9 ± 4,8  1,1 x 109 d 
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El uso del aditivo soya indujo la esporulación de B. bassiana posiblemente debido al 
aumento de contenido de nitrógeno y diferente composición de aminoácidos (85-95% p/p 
(L’hocine et al., 2006), ya que se ha demostrado la importancia del nivel de nitrógeno en 
la esporulación (Cliquet & Jackson, 2005). Por otro lado, el salvado de trigo ha sido 
reportado por ser utilizado para crecimiento de hongos, debido a su incorporación de 
proteína 13,5% (p/p), carbohidratos en un 60% principalmente almidón y 34% de minerales 
y aminoácidos requeridos para crecimiento (Nuñez-Gaona et al., 2010; Sun et al., 2008). 
A diferencia de estos compuestos, el quitosán con 1,3% de proteína solo aporta del 5-8% 
de nitrógeno (Shepherd et al., 1997; Dutta et al., 2004);  
2.4.2 Efecto de aditivos en la actividad enzimática de conidios de B. bassiana 
Bv062 producido en fermentación semisólida en medio a base de avena 
La actividad lipasa fue inducida significativamente (F = 9,75 gl = 59, P = 0,0000) con todos 
los aditivos evaluados, con resultados entre 0,38 y 0,10 U/mL para los conidios producidos 
en el sustrato avena suplementado con los potenciales inductores, en comparación con los 
conidios crecidos en el medio avena sin suplementar, que mostraron un nivel basal de 0,05 
U/mL (Figura 2-1).  Los mayores niveles de la enzima lipasa se obtuvieron con proteína 
aislada de soya y quitosán, a las tres concentraciones utilizadas y salvado de trigo al 1,0% 
(p/p), con valores entre 0,4 y 0,5 U/mL, los cuales no fueron significativamente diferentes 
entre sí. 
Solo se evidenció un efecto dependiente de la concentración cuando se utilizó salvado y 
la inducción de lipasas puedo deberse al contenido de ácidos grasos o triglicéridos de 
cadena larga (Lopes et al., 2011; Beys da silva et al., 2010). El  uso de salvado de trigo ha 
sido previamente descrito como inductir de lipasas para hongos como Aspergillus niger  
(Damaso et al., 2008; Fleuri et al., 2014).  
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Figura 2-1. Actividad lipasa de conidios B. bassiana Bv062 producidos en medio avena (Aw 0,99) 
suplementado con aditivos inductores de actividad enzimática. Tratamientos con la misma letra no 
presentan diferencias significativas según prueba de Kruskal-Wallis (95%). Unidad enzimática 
(U/mL): µmoles de p-nitrofenol liberados por minuto a 35 °C. 
 
En diferentes trabajos se ha logrado la inducción de lipasas de hongos entomopatógenos, 
principalmente mediante el uso de compuestos oleosos adicionados al medio de cultivo. 
Tal es el caso del uso de aceite de oliva al 2% (v/v) con el cual se logró aumentar la 
actividad enzimática de Isaria fumosorosea de 75,6 a 125,2 U/mL (Ali et al., 2009). En otro 
trabajo se mejoró la actividad lipasa de M. anisopliae de 1,6 a y 4,9 U/mL con el uso de 
aceite de soya (Beys Silva et al., 2005). Sin embargo, al igual que fue observado en el 
presente estudio, aditivos de naturaleza no lipídica también pueden tener un efecto 
inductor de la actividad lipasa. Se ha encontrado, por ejemplo, que el aumento de lipasas 
puede darse por el suministro de nitrógeno, así como el tipo de proteína (Sharma, 2001), 
o por la adición de un inductor biológico. Por ejemplo, Beys da silva et al. (2010) 
encontraron que al asperjar M. anisopliae sobre garrapatas, aumentó la expresión de 
lipasas in vivo de 0,03 U al tiempo 0 a 0,312 U después de 120 h de exposición. En este 
sentido es posible que la incorporación de otros aminoácidos presentes en la soya y 
salvado de trigo aumentara la expresión de esta enzima en el presente estudio.  
La actividad N-acetilglucosaminidasa de los conidios producidos en el medio a base de 
avena sin suplementar con los aditivos fue de 2,2 U/mL y se evidenció un aumento 
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tres concentraciones evaluadas (Figura 2-2). Los mayores valores de actividad enzimática 
se presentaron con quitosán a las tres concentraciones con un valor de 3,0 U/mL.  
 
Figura 2-2. Actividad NAGasa de conidios B. bassiana Bv062 producidos en medio avena (Aw 0,99) 
suplementado con aditivos inductores de actividad enzimática. Tratamientos con la misma letra no 
presentan diferencias significativas según prueba de Tukey (95%). Unidad enzimática (U/mL): 
µmoles de p-nitrofenol liberados por minuto a 35 °C. 
 
Otros autores han reportado la inducción de la actividad quitinasa en conidios 
suplementando el medio de cultivo con aditivos como quitina y extracto de levadura 
(Suresh & Chandrasekaran, 1999), salvado de trigo (Villamizar et al, 2001; Patidar et al., 
2005), y cutícula de insecto (Virginia et al., 2013) y compuestos como dextrinas, glucanos, 
celobiosa y otros oligosacáridos (Seidl et al, 2006; Slámová et al., 2010).  
En contraste, la actividad proteasa fue dependiente del inductor enzimático con un 
aumento en soya 1,0% (p/p) y salvado al 0,1 y 0,5% (p/p) con valores de 13,6, 14,1 y 14,3 
U/mL, respectivamente, mientras que el quitosán al 0,1 y 0,5% (p/p) posiblemente 
causaron represión de la actividad enzimática con valores de 7,9 y 8,7 U/mL en 
comparación con los conidios producidos en el medio avena suplementado con ningún 
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Figura 2-3. Actividad proteasa total de conidios B. bassiana Bv062 producidos en medio avena (Aw 
0,99) suplementado con aditivos inductores de actividad enzimática. Tratamientos con la misma 
letra no presentan diferencias significativas según prueba de Tukey (95%). Unidad enzimática 
(U/mL): µmoles de tirosina liberados por minuto a 37 °C. 
 
En el presente trabajo, la actividad Pr1 fue inducida principalmente por los aditivos soya y 
salvado de trigo a las tres concentraciones evaluadas, con valores entre 0,41 y 0,45 U/mL, 
valores que fueron significativamente mayores (F = 5,36, gl = 59, P = 0,0000) que el 
obtenido para los conidios producidos en el tratamiento control de 0,29 U/mL (Figura 2-4). 
El efecto de la soya y el salvado de trigo como inductores de las proteasas Pr1 y Pr2 ha 
sido previamente reportado por otros autores como Villamizar et al., (2001b), Dhar & Kaur, 
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Figura 2-4. Actividad proteasa Pr1 de conidios B. bassiana Bv062 producidos en medio avena (Aw 
0,99) suplementado con aditivos inductores de actividad enzimática. Tratamientos con la misma 
letra no presentan diferencias significativas según prueba de Tukey (95%). Unidad enzimática 
(U/mL): µmoles de p-nitroanilina liberados por minuto a 25 °C. 
 
La cutícula de insectos ha sido el principal compuesto utilizado como inductor enzimático 
y de virulencia. Por ejemplo la cutícula de Boophilus microplus indujo la producción de 
proteasas (De Moraes et al., 2003; Dhar and Kaur, 2010). Sin embargo, el uso de este 
compuesto es poco viable para la producción masiva del hongo debido a que se requiere 
una población alta de insectos, así como el mantenimiento de la cría para la producción 
masiva. En otro trabajo, M. anisopliae presentó una baja expresión de Pr1 (4 U/mg de 
conidios) cuando fue crecido en medio sintético papa dextrosa PDA y, por el contrario, la 
actividad enzimática se incrementó cuando el medio se suplementó con cadáver de 
Rhipicephalus microplus (36,2 U/mg de conidios), a lo que los autores atribuyeron a los 
bajos niveles de nitrógeno en los medios sintéticos (Golo et al., 2015). Otros autores 
también han reportado la inducción de las proteasas Pr1 y Pr2 con uso de cutícula de 
insectos en hongos como B. bassiana, M. flavoviride y Metarhizium rileyi debido a 
componentes específicos de la cutícula (antes N. rileyi) (Dias et al., 2008; Ali, Huang y S. 
Ren, 2009; Tiago et al., 2002;  Da Silva Pinto et al., 2002; Small & Bidochka, 2005).  
La inducción de estos factores de virulencia es regulada mediante la ruta de señalización 
cAMP-PKA y la activación de genes se da en respuesta a disponibilidad de nutrientes, 
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inductores como salvado de trigo, proteína aislada de soya y quitosán son percibidos por 
los receptores acoplados a proteínas G, los cuales activaran la cascada de señalización 
cAMP-PKA. Así, mediante fosforilación se activan factores de transcripción que regulan la 
expresión de genes que codifican para las enzimas lipasas, quitinasa y proteasas (Fang et 
al., 2009; Fuller y Rhodes, 2012; Ortiz-Urquiza y Keyhani, 2016). 
2.4.3 Efecto de aditivos sobre la actividad insecticida de los conidios de B. 
bassiana Bv062 
B. bassiana Bv062 causó la mortalidad de las larvas a partir del día tres después de la 
inoculación, produciendo síntomas típicos de infección como coloración rosada y 
endurecimiento de las larvas que después evidenciaron crecimiento micelial y abundante 
esporulación que cubrió completamente los cadáveres (ver capítulo 1, numeral 1.4.5, 
Figura 1-9). Los conidios producidos en avena con el inductor proteína aislada de soya al 
1,0% (p/p), salvado de trigo al 0,1 y 0,5% (p/p) y quitosán al 1,0% (p/p) mostraron una 
eficacia del 59,5, 60,7 y 57,1%, respectivamente, al día siete después de la inoculación 
(Figura 2-5), valores que fueron significativamente mayores (F = 23,8, gl = 59, P = 0,0000) 


























Sin inductor Soya 0,1% Soya 0,5% Soya 1,0%
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Figura 2-5. Efecto de los inductores enzimáticos sobre la eficacia de B. bassiana Bv062 para el 
control de larvas de D. saccharalis. a) proteína aislada de soya; b) salvado de trigo; c) quitosán. 
 
Los conidios producidos en el medio suplementado con los aditivos proteína aislada de 















































Sin inductor Quitosán 0,1% Quitosán 0,5% Quitosán 1,0%
c
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aproximada de 1,5 días en el tiempo letal medio TL50 con respecto al obtenido con los 
conidios producidos en el medio avena sin inductor (Tabla 2-2). Igualmente, los TL90 se 
redujeron entre 3 y 4 días con el uso de dichos aditivos.  
Tabla 2-2. Tiempos letales de conidios de B. bassiana Bv062 producidos en fermentación 
semisólida con sustrato avena suplementado con aditivos inductores enzimáticos sobre larvas de 





Límite de confianza 95% 
Χ2 p 
Inferior Superior  
Sin inductor 
TL50 8,1 7,7 8,5 
6,9 0,9357 
TL90 17,8 16,2 19,3 
Soya 0,1 % 
TL50 8,5 8,1 9,0 
2,8 0,9993 
TL90 21,6 19,5 24,6 
Soya 0,5 % 
TL50 7,9 7,6 8,3 
9,1 0,8262 
TL90 17,4 16,1 19,1 
Soya 1,0 % 
TL50 6,5 6,2 6,9 
3,7 0,9969 
TL90 14,5 13,5 15,8 
Salvado 0,1 % 
TL50 6,3 5,9 6,6 
2,7 0,9987 
TL90 13,4 12,5 14,5 
Salvado 0,5 % 
TL50 6,7 6,3 7,1 
6,3 0,9581 
TL90 14,0 12,9 15,3 
Salvado 1,0 % 
TL50 8,0 7,7 8,4 
8,2 0,8738 
TL90 16,4 15,3 17,8 
Quitosán 0,1 % 
TL50 10,5 10,0 11,0 
7,1 0,8976 
 TL90 23,3 21,0 26,4 
Quitosán 0,5 % 
TL50 13,6 12,6 14,8 
6,2 0,9613 
TL90 37,8 31,6 47,7 
Quitosán 1,0 % 
TL50 6,9 6,4 7,4 
9,5 0,7316 
TL50 17,9 15,9 20,7 
 
Los inductores de virulencia no tuvieron un efecto significativo sobre la germinación, pero 
si en la inducción de enzimas relacionadas con degradación de la cutícula, por lo cual es 
posible que dicha inducción influyera en el aumento de virulencia expresado en una 
reducción del tiempo letal. Además, es posible que otros factores de virulencia hayan sido 
inducidos por los aditivos evaluados como por ejemplo, la hidrofobicidad, la expresión de 
otras enzimas como endoquitinasas y toxinas como beauvericina, entre otros (Patocka, 
2016; Cito et al., 2016; Butt et al., 2016). 
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La producción de lipasas ha sido correlacionada con una mayor virulencia de hongos 
entomopatógenos. Este efecto en la virulencia fue demostrado al evaluar la enzima lipasa 
con actividad de 2,75 U en mezcla con conidios de N. rileyi, aumentando en 2,7 veces la 
mortalidad de Spodoptera litura en comparación con la aplicación del hongo 
(Supakdamrongkul et al., 2010). En otro trabajo, el uso de un inhibidor de actividad lipasa 
redujo la infección de M. anisopliae sobre Rhipicephalus microplus (Beys da Silva et al., 
2010), y Ali et al. (2014), encontraron que al usar una lipasa de Isaria fumosorosea, con 
con actividad de 100 mU/mL en mezcla con conidios a una concentración de 1 x 107 
conidios/mL, el tiempo letal medio TL50 se redujo a 2.91 días, mientras que los conidios sin 
enzima presentaron un tiempo de 6,37 sobre ninfas de Dysmicoccus neobrevipes. 
En otros estudios se ha demostrado la importancia de las quitinasas en el proceso de 
infección y, por lo tanto, en la eficacia en el control de plagas. Por ejemplo, Huang et al., 
(2016) demostraron que la mutación en un gen que expresa una quitinasa en Isaria 
fumosorosea afectó la virulencia del hongo sobre Plutella xylostella. De esta manera el 
hongo con la mutación presentó un tiempo letal medio TL50 de 150 h en comparación con 
la cepa original de 75 a 80 h. Por otro lado, cepas de B. bassiana fueron transformadas 
con el objetivo de tener sobreexpresión de quitinasas, las cuales presentaron mayor 
virulencia con un tiempo letal TL50 medio de 78,6 a 96,9 h en comparación con la cepa sin 
transformar, con un tiempo letal TL50 de 120 h frente a adultos de áfidos Myzus persicae 
(Fang et al., 2005). De igual manera, las cepas de M. anisopliae con sobreexpresión de 
quitinasa tuvieron un tiempo letal TL50 de 125 h y TL90 de 154 h sobre Dysdercus peruvians, 
mientras que la cepa sin transformar tuvo un TL50 de 156 h y TL90 de 209 h (Boldo et al., 
2009). 
Por otro lado, las proteasas han sido caracterizadas como factores claves de virulencia 
debido a que las proteínas son el mayor constituyente de la cutícula (Shahid et al., 2012). 
Tal es el caso de un aislamiento de B. bassiana con la mayor actividad proteasa de 1,02 
U/mL, la cual generó la mayor mortalidad de Trogoderma granarium al cuarto día de 
aplicación (Zare et al., 2014). En otro trabajo, un aislamiento de B. bassiana que presentó 
la mayor actividad quitinasa de 0,51 U/mL, proteasas de 1,12 U/mL y lipasa de 1,36 U/mL 
con una concentración de esporas de 1 x 109 conidios/mL generó una mortalidad del 86,6% 
de larvas de tercer ínstar de Pieris brassicae sugiriendo una posible correlación de la 
actividad proteasa con la mortalidad (Dhawan & Joshi, 2017b). Otro estudio, evaluó una 
cepa de B. bassiana deficiente en producción de proteasas extracelulares, que aplicada a 
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una concentración de 1 x 107 conidios/mL presentó un mayor tiempo letal TL50 de 11,34 d 
frente a Melanoplus sanguinipes en comparación con la cepa que presentaba mayor 
actividad proteasa con un menor tiempo letal (5,7-6,8 d), sugiriendo que las proteasas son 
un factor de virulencia para este aislamiento fúngico (Bidochka & Khachatourians, 1987). 
En cuanto a producción de proteasa Pr1, Nunes et al., (2010), demostraron que en 
Metarhizium (Nomuraea) rileyi, la mayor actividad de Pr1 de 5,2 U tenía una correlación 
con la mortalidad del 64,4% y con un menor tiempo letal TL50 de 223 h frente a Anticarsia 
gemmatalis. Igualmente, una correlación se presentó entre actividad enzimática  Pr1 (70,79 
U/mL y Pr2 35 U/mL) y la virulencia de diferentes aislamientos de Beauveria sobre Diatraea 
saccharalis (Virginia et al., 2013). 
Sin embargo, en diferentes trabajos se ha reportado que no hay correlación entre la 
actividad enzimática y la actividad insecticida. Por ejemplo, Screen et al., (2001), no 
encontraron correlación entre la actividad quitinasas y la virulencia de M. anisopliae sobre 
M. sexta. Tampoco se presentó correlación entre la actividad Pr1 de B. bassiana y la 
mortalidad de T. molitor, ni la actividad de esta misma enzima en el hongo M. anisopliae y 
su actividad sobre Prosapia sp. y Spodoptera exigua (Cito et al., 2016; Rosas-García et 
al., 2014). Coutinho Rodrigues et al., (2016) establecieron que no hubo correlación entre 
la actividad proteasa Pr1 y la mortalidad de Rhipicephalus microplus. Aunque varios 
trabajos han descrito la relación de las quitinasas con la virulencia de hongos 
entomopatógenos, otro estudio demostró que la sobreexpresión de quitinasas en M. 
anisopliae no presentó un efecto sobre la virulencia del hongo en la plaga Manduca sexta, 
con tiempos letales medios entre 83 y 87 h y CL50 de 3,4 y 3,7 x 105 conidios/mL (Screen, 
Hu, & St. Leger, 2001). Ante estos resultados, es importante mencionar que los hongos 
presentan varios genes de quitinasas que participan en diferentes procesos como 
germinación, crecimiento y diferenciación celular, así como patogénesis (Seidl, 2008), por 
lo cual la virulencia puede estar dada por otras quitinasas u otros factores de virulencia. 
De igual manera, se ha demostrado que no existe relación entre actividad proteasa Pr1 y 
virulencia, como el caso de los resultados obtenidos por Cito et al., 2016, en los cuales, 
los aislamientos con mayor actividad proteasa de Pr1 de 51 a 120 mU/mL y Pr2 de 6,93 a 
61,36 mU/mL, no causaron la mayor mortalida sobre larvas de Tenebrio molitor. Además, 
la mayor actividad Pr1 a 48 h, no estuvo relacionada con la eficacia de los aislamientos de 
M. anisopliae frente a Prosapia sp. (mortalidad del 50%) y Spodoptera exigua (mortalidad 
del 87%) (Rosas-García et al., 2014).  
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En este sentido, la relación entre germinación y la actividad enzimática con la virulencia 
del hongo depende de muchas variables como especie, origen de aislamiento, insecto y 
variación en producción de enzimas endo y exoquitinasas, proteasas y lipasas. En este 
trabajo, los aditivos proteína de soya y salvado de trigo indujeron la esporulación y la 
actividad enzimática que posiblemente estuvo relacionada con el aumento de la actividad 
insecticida, lo cual se vio reflejado en una disminución del tiempo letal TL50 y TL90. Sin 
embargo, es importante destacar que durante la fermentación pudieron inducirse otros 
factores de virulencia que repercutieron en un aumento de la actividad insecticida de B. 
bassiana Bv062 sobre larvas de 2do instar de D. saccharalis. 
 
 
3. Capítulo 3. Evaluación del extracto crudo y 
de la enzima N-acetilglucosaminidasa 
parcialmente purificada de T. koningiopsis 
para aumentar la virulencia de B. bassiana 
sobre larvas de D. saccharalis 
3.1 Resumen 
Las quitinasas son enzimas involucradas en la virulencia de hongos entomopatógenos y 
pueden ser inducidas en medios de cultivo bajo ciertas condiciones de fermentación. Estas 
enzimas también son producidas masivamente por el hongo antagonista Trichoderma spp. 
como componente importante en su modo de acción frente a patógenos de plantas y 
pueden ser usadas como potenciadores de actividad biocontroladora. Teniendo en cuenta 
la importancia de estas enzimas en el proceso infectivo, el objetivo de este estudio fue 
evaluar el efecto de un extracto crudo y la enzima extracelular N-acetilglucosaminidasa 
(NAGasa) producida por Trichoderma koningiopsis durante su producción en fermentación 
sólida como aditivo exógeno para mejorar la actividad insecticida de conidios de Beauveria 
bassiana Bv062. T. koningiopsis Th003 fue crecido en sustrato arroz:salvado de trigo y se 
obtuvo un extracto enzimático crudo a partir del sustrato de producción. La enzima NAGasa 
fue parcialmente purificada a partir del extracto mediante cromatografía de intercambio 
iónico con Q-sepharose seguido de cromatografía de exclusión por tamaño en Sephacryl 
S-200. La actividad óptima fue observada a pH 5 y temperatura de 55 °C usando p-
nitrofenil-β-D-glucosamina (pNGlcNA). Los valores de la constante de Michaelis Menten 
(Km) y velocidad máxima (Vmáx) para la hidrólisis de pNGlcNA fueron 0,28 mg/mL y 0,8 
µmol/min, respectivamente. La enzima parcialmente purificaca NAGasa (0,06 U/mL) en 
mezcla con el hongo redujo el tiempo letal medio TL50 de 6,8 d a 5,1 d y el TL90 de 14,3 d 
a 10,8 d, sugiriendo un efecto sinérgico que mejoró la actividad insecticida de los conidios, 
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posiblemente relacionado con una rápida degradación de la cutícula del insecto, 
mejorando el proceso de penetración. 
Palabra clave: N-acetilglucosaminidasa, T. koningiopsis, virulencia, B. bassiana, 
potenciación. 
3.2 Introducción 
Las quitinasas son enzimas que rompen los enlaces β-1,4 de los polímeros de quitina 
formados por unidades de N-acetil-D-glucosamina presente en las paredes de los hongos 
y en la cutícula y matriz peritrófica de los insectos (Yan & Fong, 2015), razón por la que  
son consideradas factores de virulencia de microorganismos entomopatógenos y 
antagonistas de patógenos vegetales. Las quitinasas pueden ser clasificadas en dos 
grandes grupos: 1) endoquitinasas, las cuales cortan de forma aleatoria en el polímero de 
quitina; y 2) exoquitinasas, las cuales cortan en los extremos no reductores liberando 
quitobiosa (dímeros de N-acetilglucosamina) en el caso de las quitobiosidasas y N-
acetilglucosamina en el caso de la N-acetilglucosaminidasa (Yan & Fong, 2015). Para 
especies de Trichoderma se han estudiado de 20 a 36 genes que codifican para quitinasas 
relacionadas con funciones como desarrollo morfológico, esporulación y competencia, y  
dos genes que codifican para N-acetilglucosaminidasas (López-Mondéjar et al., 2009; 
Seidl et al., 2005; Ihrmark et al., 2010). Dentro de las quitinasas, la N-acetilglucosaminidasa 
(NAGasa) es la enzima que permite la degradación final de la quitina y es expresada en 
mayor proporción en hongos en comparación con las endoquitinasas y las quitobiosidasas 
(Tronsmo & Harman, 1993). Estas enzimas pertenecen a la familia 20 de las glicosil 
hidrolasas y han sido caracterizadas por presentar diferentes módulos de unión a 
carbohidratos como quitina, celulosa y almidón (AFMB - CNRS - Université d’Aix-Marseille, 
2017). Además, se ha evidenciado cómo las NAGasas pueden ser inducidas por otros 
sustratos como dextrinas, glucanos, celobiosa, entre otros (Slámová et al., 2010; Seidl et 
al. 2006). 
Estas enzimas han sido ampliamente caracterizadas por estar involucradas en el modo de 
acción de microorganismos controladores de fitopatógenos e insectos plaga (Mondal et al., 
2016; Sánchez-Pérez et al., 2014; Seidl et al., 2005). Son producidas por hongos 
entomopatógenos para penetrar la cutícula del insecto y se ha demostrado que son 
factores de virulencia (Fang et al., 2005; Huang et al., 2016). Sin embargo, hongos como 
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Trichoderma sp. producen estas enzimas de forma constitutiva y son inducidas cuando 
están en contacto con el hospedero (Harman, 2006; Karthik et al., 2014; Inbar & Chet, 
1995). 
El estudio de estas enzimas en Trichoderma se ha relacionado principalmente con el 
control de fitopatógenos. Sin embargo, en Trichoderma viride se ha demostrado el efecto 
de las quitinasas sobre la membrana peritrófica de lepidópteros como Bombix mori, 
afectando su integridad, y como resultado su digestión y absorción de nutrientes, así como 
la disminución del peso de pupa y aumento de la mortalidad en estado larval (Berini et al., 
2016). Igualmente, se evidenció su efecto sobre la mortalidad de larvas de Corcyra 
cephalonica, impidiendo la formación de pupas (Vijayakumar et al., 2016; Vijayakumar et 
al., 2017). 
Otros trabajos han reportado también el uso de enzimas purificadas como lipasas y 
proteasas en mezcla con conidios de hongos como B. bassiana e Isaria fumosorosea para 
incrementar la mortalidad de insectos plaga (Zhang et al., 2008; Ali et al., 2014). Basados 
en esta información, el objetivo de este trabajo fue determinar el potencial de un extracto 
enzimático de Trichoderma koningiopsis Th003 y una quitinasa parcialmente purificada 
para ser usado como un aditivo exógeno para mejorar la actividad insecticida de B. 
bassiana producido en medio a base de avena suplementado con salvado de trigo al 0,1% 
en fermentación semisólida frente a larvas de D. saccharalis. 
 
3.3 Materiales y Métodos 
3.3.1 Microorganismos 
Los aislamientos Trichoderma koningiopsis Th003 y B. bassiana Bv062 fueron 
conservados de acuerdo con lo descrito en el numeral 1.3.1, página 16. 
3.3.2 Larvas de Diatraea saccharalis 
Las larvas de D. saccharalis para los ensayos de actividad insecticida se mantuvieron de 
acuerdo con lo mencionado en el numeral 1.3.2, página 16. 
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3.3.3 Producción de T. koningiopsis 
La producción de T. koningiopsis Th003 se realizó en fermentación sólida en bandejas de 
18 x 11,5 cm con 50 g de sustrato (arroz, salvado de trigo) y 70 mL de agua. Cada bandeja 
se inoculó mediante la aspersión de 5 mL de una suspensión de conidios ajustada a una 
concentración de 1 x 106 con/mL a partir de un cultivo esporulado del hongo de 7 d de 
edad. Las bandejas fueron cubiertas con una película plástica y se incubaron a 25 °C con 
luz constante durante 10 d. 
3.3.4 Producción de B. bassiana 
La producción de B. bassiana se realizó en fermentación semisólida en bandejas de 18 x 
11,5 cm con sustrato avena al 10% (p/p) y suplementado con salvado de trigo al 0,1% 
(p/p). cada bandeja se inoculó mediante aspersión de 2 mL de una suspensión de conidios 
ajustada a una concentración de 1 x 106 con/mL a partir de un cultivo esporulado del hongo 
de 7 d de edad. Las bandejas fueron cubiertas y se incubaron a 25 °C con luz constante 
durante 14 d (7 d cubiertas con película plástica y 7 d cubiertas con papel absorbente). A 
los 14 d se realizó la remoción de los conidios del sustrato por vía seca con una brocha, 
seguido de tamización por una malla de 150 µm de apertura. 
3.3.5 Obtención de extracto crudo de T. koningiopsis 
El extracto enzimático fue recuperado a partir de 1 g de sustrato colonizado por T. 
koningiopsis suspendido en 3 mL de una solución de Tween 80 al 1% (p/v). El sustrato fue 
lavado mediante agitación en vortex a 3.000 rpm durante 1 h. Posteriormente, la mezcla 
se centrifugó a 5000 rpm durante 15 min, y el sobrenadante recuperado se filtró a través 
de un filtro de 0,22 µm y finalmente, fue liofilizado. 
3.3.6 Cuantificación de proteína total 
La cuantificación de proteína se realizó mediante el kit Micro BCA™ Protein Assay 
(ThermoFisher Scientific) con el uso de ácido bicinconínico, y se realizó de forma 
simultánea la curva de calibración de 0,5-20 µg/mL usando suero de albúmina bovina como 
patrón en PBS 1X. Para esto se tomaron 75 µL de cada concentración del patrón y de la 
muestra y se adicionaron 75 µL de solución de revelado. Se incubó por 2 h a 37 °C y se 
leyó la absorbancia en espectrofotómetro a 562 nm. 
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3.3.7 Determinación de actividad N-acetilglucosaminidasa (NAGasa) 
La cuantificación de la actividad NAGasa del extracto crudo y de las fracciones obtenidas 
en cromatografía se realizaron siguiendo la metodología descrita en el numeral 1.3.3.5, 
página 19. 
3.3.8 Purificación parcial de N-acetilglucosaminidasa (NAGasa) a partir de 
extracto crudo de T. koningiopsis 
La purificación de la enzima se realizó en dos pasos: 
Cromatografía de intercambio iónico - el extracto enzimático (1 mg/mL de proteína) fue 
cargado en una columna de intercambio iónico Q-Sepharose (2,5 x 30 cm) previamente 
equilibrada con tampón fosfato 20 mM (pH 7,0). La elución de la fracción no retenida se 
realizó con el tampón fosfato y la enzima se obtuvo mediante elución de la fracción retenida 
con un gradiente de NaCl de 0,1, 0,25 y 0,5 M en tampón fosfato 20 mM, a un flujo de 0,8 
mL/min. Se recuperaron fracciones de 2 mL y se determinó actividad enzimática NAGasa. 
Las fracciones con actividad enzimática fueron concentradas por liofilización y 
suspendidas en tampón fosfato para completar la purificación por filtración en gel. 
Cromatografía de filtración en gel - las fracciones concentradas fueron cargadas en una 
columna de Sephacyl S-200 (1 x 50 cm) previamente equilibrada con tampón fosfato 20 
mM (pH 7). La columna fue lavada con la misma solución tampón a un flujo de 0,2 mL/min. 
Se recuperaron fracciones de 1 mL y se determinó actividad NAGasa siguiendo la 
metodología previamente descrita. Las fracciones con actividad fueron concentradas y 
conservadas a -20 °C. 
3.3.9 Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE 
El nivel de purificación de la enzima y peso molecular se determinaron en electroforesis 
SDS-page bajo condiciones denaturantes, utilizando un gel de poliacrilamida al 12% (v/v), 
tampón Tris-HCl (pH 8,8) y un marcador de peso estándar (Broad Range, Bio-Rad). Las 
condiciones de corrida fueron 80 V durante 3 h usando tampón de corrida Tris-glicina y 
0,1% (p/v) de SDS. Después de la electroforesis, los geles fueron teñidos con azul de 
Coomassie G-250 y, posteriormente, desteñidos mediante lavado en una solución de Tris-
H3PO4 0,1 M (15 min), seguido de metanol al 25% (v/v) (30 min/dos veces). 
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3.3.10 Caracterización de la enzima NAGasa parcialmente purificada de T. 
koningiopsis 
Temperatura óptima - Para determinar la temperatura óptima se evaluó la enzima en un 
rango de temperatura de 25 °C a 65 °C usando el sustrato p-nitrofenilglucosamina en 
tampón citrato 0,1 M pH 5. La reacción se incubó durante 30 min. 
pH óptimo - El pH óptimo para actividad enzimática se realizó en un rango de pH de 4 a 9 
usando el sustrato p-nitrofenilglucosamina en tampón acetato 0,1 M pH 4, tampón citrato 
0,1 M pH 5, tampón fosfato 0,1 M pH 6 a 8 y tampón Tris-HCl a pH 9. La reacción se llevó 
a cabo a 35 °C durante 30 min.  
Constantes de Michaelis Menten (Km) y Velocidad máxima (Vmáx) de reacción - los ensayos 
se llevaron a cabo con 20 µL de enzima y el sustrato p-nitrofenilglucosamina a seis 
concentraciones de 0,05 a 0,8 mg/mL. Los valores de Km y Vmáx fueron determinados 












     (Ecuación 1.5) 
La constante de Michaelis Km (Ecuación 1.5), representa la concentración de sustrato con 
la cual se obtiene una velocidad de reacción correspondiente a la mitad de la velocidad 
máxima. 
3.3.11 Efecto del extracto crudo y la enzima NAGasa parcialmente purificada 
sobre la virulencia de B. bassiana Bv062 
Se determinó la actividad insecticida de los conidios de B. bassiana Bv062 en mezcla con 
el extracto crudo y la enzima N-acetilglucosaminidasa parcialmente purificada de T. 
koningiopsis sobre larvas de D. saccharalis mediante un bioensayo en condiciones de 
laboratorio (temperatura 28 ºC y humedad relativa (HR) de 60%). Para tal fin, el extracto 
crudo y la enzima purificada fueron ajustados a una actividad enzimática de 0,03, 0,06 y 
0,09 U/mL y el hongo a una concentración de 1 x 106 conidios/mL. Los tratamientos 
correspondieron al extracto crudo y la enzima purificada de forma individual y estos en 
mezcla con los conidios de B. bassiana (Tabla 3-1). Se utilizaron 2 µL de cada tratamiento 
aplicados sobre el dorso de larvas de segundo instar. Las larvas fueron individualizadas 
en recipientes de 0,5 onzas que tenían un grano de maíz como sustrato de alimentación. 
El bioensayo contó con un testigo absoluto en el cual a las larvas no se les realizó ninguna 
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aplicación y un control positivo en el que se aplicaron solo los conidios del hongo. El diseño 
experimental fue completamente al azar con tres réplicas por tratamiento. La unidad 
experimental consistió en una caja de 16 onzas con 15 larvas. La mortalidad fue evaluada 
diariamente durante 20 d y se corrigió con la mortalidad del testigo mediante la 
determinación de la eficacia utilizando la fórmula de Schneider-Orelli (Ecuación 1.4) (Zar, 
1999). 
Tabla 3-1. Tratamientos evaluados para potenciación de B. bassiana Bv062 con el uso de extracto 
crudo y enzima parcialmente purificada de T. koningiopsis Th003 sobre D. saccharalis. El 
tratamiento EC 0,03 U/mL corresponde al extracto crudo diluido al 1% (v/v); EC 0,06 U/mL 
corresponde al extracto crudo al 2% (v/v); y EC 0,09 U/mL corresponde al extracto crudo al 3% (v/v). 
Tratamientos 
Testigo absoluto No se realizó aplicación 
Bv062 Conidios de B. bassiana 1 x 106 con/mL 
EC 0,03 Extracto crudo con actividad enzimática 0,03 U/mL 
EC 0,06 Extracto crudo con actividad enzimática 0,06 U/mL 
EC 0,09 Extracto crudo con actividad enzimática 0,09 U/mL 
Enz 0,03 Enzima con actividad enzimática 0,03 U/mL 
Enz 0,06 Enzima con actividad enzimática 0,06 U/mL 
Enz 0,09 Enzima con actividad enzimática 0,09 U/mL 
Bv062 + EC 0,03 Conidios de B. bassiana 1 x 106 con/mL + extracto crudo 0,03 U/mL 
Bv062 + EC 0,06 Conidios de B. bassiana 1 x 106 con/mL + extracto crudo 0,06 U/mL 
Bv062 + EC 0,09 Conidios de B. bassiana 1 x 106 con/mL + extracto crudo 0,09 U/mL 
Bv062 + Enz 0,03 Conidios de B. bassiana 1 x 106 con/mL + enzima 0,03 U/mL 
Bv062 + Enz 0,06 Conidios de B. bassiana 1 x 106 con/mL + enzima crudo 0,06 U/mL 
Bv062 + Enz 0,09 Conidios de B. bassiana 1 x 106 con/mL + enzima 0,09 U/mL 
 
3.3.12 Análisis estadístico 
El análisis estadístico se llevó a cabo de acuerdo con lo descrito en el numeral 1.3.3.7, 
página 21. 
3.4 Resultados y discusión 
3.4.1 Purificación parcial de N-acetilglucosaminidasa (NAGasa) a partir de 
extracto crudo de T. koningiopsis Th003 
La Figura 3-1 muestra el perfil de elución de la enzima NAGasa en cromatografía de 
intercambio iónico a partir del extracto de T. koningiopsis Th003. En el primer pico de 
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elución con el tampon fosfato 20 mM (pH 7) correspondiente a la fracción no retenida, no 
se detectó actividad enzimática, mientras que con la elución con un gradiente de NaCl (0,1-
0,5M) se obtuvo un primer pico con baja actividad NAGasa (NaCl 0,25 M) seguido de un 
pico de elución con una mayor actividad al utilizar NaCl 0,5M. Este resultado muestra la 
presencia de posibles isoenzimas de NAGsa que pueden ser eluidas bajo diferente fuerza 
iónica debido a que presentan diferencias en la carga (Jungbauer & Hahn, 2009). Además, 
estos resultados sugieren que la enzima tiene una carga negativa que se presenta cuando 
se encuentran en un pH superior a su punto isoeléctrico, el cual podría ser menor a 7, 
teniendo en cuenta que la elución se realizó en un tampón con dicho pH (Williams & Frasca, 
1999). 
 
Figura 3-1. Perfil de elución de NAGasa a partir de un extracto de T. koningiopsis Th003 en 
cromatografía de intercambio iónico Q-Sepharose previamente equilibrada con tampón fosfato 20 
mM (pH 7). Elución con gradiente de NaCl 0,1-0,5 M. Fracciones colectadas de 2 mL. 
 
Posteriormente, se realizó una purificación en cromatografía de exclusión por tamaño y los 
resultados permitieron evidenciar la enzima al inicio de la elución en la cromatografía 
logrando disminuir significativamente el contenido de proteína contaminante (Figura 3-2). 
Con el gradiente discontinuo de 0,1-0,5 M de NaCl en cromatografía de intercambio iónico 
seguido de cromatografía de filtración en gel, se alcanzó un factor de purificación de 29,3 
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(Tabla 3-2), superior al obtenido en otros trabajos para esta enzima donde se ha obtenido 
un factor de 13,2 y 13,6 (Koga et al., 1991; Ulhoa & Peberdy, 1992).  Sin embargo, menor 
purificación de quitinasas de hongos se ha obtenido con valores entre 3 y 6 (Sankar et al., 
2012; Farag et al., 2016), mientras que para bacterias como B. subtillis y Pseudomonas 
sp. se han obtenido factores de purificación superiores a 20 (Senol et al., 2014; Wang et 
al., 2010). Aunque se ha evaluado en algunos casos cromatografía de afinidad para 
mejorar la purificación de este tipo de enzimas (Lisboa De Marco et al., 2004), la mayoría 
de trabajos de purificación y caracterización de estas enzimas se han realizado con el nivel 
de purificación mencionado anteriormente. 
 
Figura 3-2. Perfil de elución de NAGasa a partir de un extracto crudo de T. koningiopsis Th003 en 
cromatografía de filtración en gel Sephacryl S-200, previamente equilibrada con tampón fosfato 20 
mM (pH 7). Fracciones colectadas de 1 mL. 
 
En este caso, la purificación obtenida permite hacer una primera aproximación para 
determinar el efecto específico de esta enzima en comparación con el uso de un extracto 
crudo de T. koningiopsis Th003. En varios trabajos se han estudiado enzimas con 
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diferentes niveles de purificación, por ejemplo, Suzpakdamrongkul et al., (2010) evaluaron 
una lipasa de N. rileyi con un factor de purificación de 23,9 para el control de S. litura. 
También se ha reportado una quitinasa de Bacillus subtillis con un factor de purificación de 
28,4, evaluada para el control de Fusarium culmorum (Senol et al., 2014), e incluso 
enzimas con menor purificación como la quitinasa de T. Viride, con un factor de purificación 
de 4,3 que se evaluó para el control de hongos fitopatógenos como Fusarium moniliforme 
(Jenifer et al., 2012), y la de Lecanicillium lecanii con un factor de purificación de 2,5 para 
el control de Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani (Nguyen et al., 2015).  
 














Extracto crudo 12,1 2,8 0,2 1,0 100,0 
Q-Sepharose 2,5 1,5 0.6 3,0 53,6 
Sephacryl G-
200 
0,017 0,3 17.6 29,3 10,7 
 
El análisis por SDS-PAGE permitió observar una banda de mayor intensidad con un 
tamaño aproximado de 75 kDa, la cual posiblemente corresponde a la N-
acetilglucosaminidasa obtenida después de la cromatografía de filtración en gel (Figura 3-
3), para la cual se han reportado pesos moleculares de 36 a 150 kDa (Lisboa De Marco et 
al., 2004; Peterbauer et al., 1996; Silva et al., 2004; Koga et al., 1991; Ulhoa et al., 2001). 
El contenido de proteínas en el extracto crudo y las fracciones de cromatografía de 
intercambio iónico puede estar relacionado con otras enzimas de T. koningiopsis debido a 
que este hongo puede producir endoquitinasas, glucanasas, pectinasas, celulasas, entre 
otras (Paloheimo et al., 2016; Viterbo et al., 2002).  
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Figura 3-3. Electroforesis en SDS-PAGE de los pasos de purificación. Línea 1, marcador de peso 
molecular, Línea 2, extracto crudo; Línea 3, fracción purificada de cromatografía de intercambio 
iónico; Línea 4, fracción purificada de cromatografía de exclusión por tamaño. 
3.4.2 Caracterización de la enzima NAGasa parcialmente purificada de T. 
koningiopsis 
La enzima parcialmente purificada presentó la mayor actividad a pH de 5 a 6 y la actividad 
disminuyó gradualmente cuando el pH incrementó el pH 7 a 9 (Figura 3-4a), con una 
temperatura óptima para la actividad NAGasa de 55 °C. (Figura 3-4b). Estos resultados 
coinciden con los reportados en otros trabajos, donde la enzima N-acetilglucosaminidasa 
de especies del género Trichoderma también ha mostrado máxima actividad en pH ácido 
y a temperaturas alrededor de los 50 °C. Por ejemplo, Ulhoa et al. (2001) determinaron 
máxima actividad para la enzima NAGasa purificada de Trichoderma harzianum a pH 5,6 
y 50 °C. Koga et al., (1991) reportaron también para esta especie fúngica, una NAGasa de 
peso molecular 150 kDa con una actividad máxima a pH entre 4,0 - 5,5 y temperatura de 
50 °C y Lisboa De Marco et al. (2004) encontraron la mayor actividad enzimática a pH 4 y 
temperaturas entre 50 y 60 °C.  
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Figura 3-4. Efecto de a) pH y b) temperatura sobre actividad NAGasa parcialmente purificada de T. 
koningiopsis Th003. La actividad fue cuantificada usando p-nitrofenilglucosamina (1mg/mL). La 
actividad relativa es el porcentaje del valor de la actividad comparado con el valor de la más alta 
actividad. 
 
En relación con las NAGasas de hongos entomopatógenos se han caracterizado dos 
enzimas de un mismo aislamiento de B. bassiana, una compuesta de una banda de 97 
kDa y otra con dos subunidades de 64 y 66 kDa, con temperaturas óptimas de 57 °C y 37 
°C, respectivamente, y pH óptimo de 5 (Bidochka et al., 1993), una enzima de Lecanicillium 
lecanii con actividad óptima a 40°C y pH 6 (Carrasco, 2011) y una quitinasa de 30 kDa de 
M. anisopliae con máxima actividad a pH de 4,5 a 5,0 y temperaturas entre 40 y 45°C, la 
cual mostró actividad endo y exoquitinasa (Pintö et al., 1997), así como una de mayor 
tamaño de 60 kDa con actividad óptima a pH 5 en otro aislamiento de la misma especie, 
mostrando una gran diversidad entre enzimas NAGasas de hongos utilizados como 
agentes de control biológico (Kang et al., 1999).  
La enzima NAGasa de T. koningiopsis Th003 parcialmente purificada en este trabajo 
presentó un valor de Km de 0,28 mg/mL (0,82 mM) y Vmax de 0,8 µmol/mL/min para hidrólisis 
del sustrato p-nitrofenilglucosamina a diferentes concentraciones, de 0,05 a 0,8 mg/mL 
(Anexo B). Estos valores sugieren mayor afinidad de la enzima con el sustrato en 
comparación con lo reportado para una NAGasa de T. harzianum con un Km de 8,1 mM y 
Vmax de 3,36 µmol/mL/min (Lisboa De Marco et al., 2004), y un Km 1,27 mM para un 
aislamiento diferente perteneciente a la misma especie (Ulhoa et al.,  2001). Por otro lado 
para NAGAsas de B. bassiana se han reportado valores de Km 0,38 mM y 2,1 mM para 
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diferencias en afinidad de diferentes NAGasas entre especies e incluso aislamientos 
pertenecientes a una misma especie. 
3.4.3  Efecto del extracto crudo y la enzima NAGasa parcialmente purificada 
sobre la virulencia de B. bassiana 
El desarrollo del proceso infectivo fue similar en todos los tratamientos y la aplicación del 
extracto crudo y la enzima parcialmente purificada, en combinación con el hongo, no indujo 
ningún cambio en el desarrollo de los síntomas de la enfermedad en las larvas (Figura 3-
5).  
 
Figura 3-5. Larva sana de D. saccharalis (a) y desarrollo de síntomas de la enfermedad causada 
por conidios de B. bassiana Bv062 en mezcla con la enzima NAGasa parcialmente purificada (0,06 
U/mL) a los 3 (b), 4 (c) y 5 (d) días después de aplicación. 
 
La aplicación del extracto crudo y la enzima parcialmente purificada de manera individual 
(sin conidios fúngicos) no causaron una mortalidad significativa de las larvas, indicando 
que a pesar de su actividad para degradar la quitina, la aplicación tópica de las dosis 
evaluadas no tiene un efecto insecticida. Estos resultados son similares a los obtenidos 
para una proteasa de B. bassiana, la cual aplicada de forma individual no generó 
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mortalidad en del áfido Myzus persicae, posiblemente porque la primera barrera de la 
cutícula está compuesta de lípidos (epicutícula) (Pedrini et al., 2013), por lo cual la enzima 
proteasa y, en este caso quitinasa, tendría un efecto en la procutícula solo después de que 
el hongo haya ingresado, ya sea por la degradación enzimática de la cutícula o por el 
efecto mecánico ejercido por el apresorio después de la germinación de los conidios. Sin 
embargo, esto contrasta con lo descrito por Binod et al. (2007), quienes obtuvieron 
mortalidad del 50% de larvas de Helicoverpa armigera cuando se aplicó un extracto de T. 
harzianum con actividad quitinasa de 1000 U/mL sobre el dorso, el cual afectó la formación 
de pupa, debido a la alta concentración o la presencia de otros metabolitos que influyeron 
en la mortalidad (Binod et al., 2007). La concentración del extracto evaluado en este trabajo 
pudo haber sido baja, ya que fue diluido al 1, 2 y 3% (v/v), considerando que se desea 
utilizar como potenciador de los conidios de B. bassiana Bv062 sin afectar su viabilidad. 
Las quitinasas de Trichoderma también han mostrando un efecto en la membrana 
peritrófica de insectos, ya que esta también está compuesta por quitina. Tal es el caso de 
una quitinasa (1.5 U) de T. viride que causó una mortalidad del 46,6% y disminución del 
peso pupal en Bombix mori cuando fue ingerida (Berini et al., 2016). En otro trabajo se 
encontró un efecto sobre el desarrollo larval de Corcyra cephalonica que, sin embargo, no 
generó mortalidad (Vijayakumar et al., 2017). 
Por otro lado, aunque algunas especies de Trichoderma spp. han sido reportadas como 
entomopatógenos (Ghosh & Pal, 2016; Zahran et al., 2017), las especies de este género 
son principalmente conocidas como antagonista de patógenos vegetales y su arsenal 
enzimático está más relacionado con estrategias degradativas de los componentes de la 
pared celular de los hongos. Esta podría ser la razón por la cual, se han obtenido mejores 
resultados con extractos enzimáticos de hongos entomopatógenos como es el caso de un 
extracto crudo de B. bassiana con actividad quitinasa y proteasas Pr1 y Pr2, que, diluido 
100 veces y aplicado sobre hojas, presentó una eficacia de control del 67,6% de áfidos 
Aphis gossypii (Kim et al., 2010). Posteriormente, se demostró que al inhibir la quitinasa 
en ese extracto, la eficacia se reducía al 7,4% y, cuando se inhibieron las enzimas Pr1 y 
Pr2, la eficacia se redujo al 32,5 y 45,8%, demostrando que las quitinasas eran los factores 
claves en la actividad (Kim et al., 2010). Igualmente, un extracto crudo de Isaria 
fumosorosea causó una mortalidad del 83,3% en larvas de tercer instar de Plutella 
xylostella (Freed et al., 2012). 








































EC 0,06 Enz 0,06 Bv062 Bv062 + EC 0,06 Bv062 + Enz 0,06
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Figura 3-6. Efecto del extracto crudo y la enzima parcialmente purificada sobre la eficacia de B. 
bassiana Bv062 para el control de larvas de D. saccharalis. Bv062 producido en sustrato avena 
suplementado con salvado de trigo al 0,1% (p/p). Extracto crudo (EC) y enzima parcialmente 
purificada (Enz) con actividad enzimática de, a) 0,03 U/mL, b) 0,06 U/mL y c) 0,09 U/mL. 
 
Por el contrario, el control positivo en el que se aplicaron los conidios del hongo y los 
tratamientos en los que estos se combinaron con el extracto crudo y la enzima 
parcialmente purificada de T. koningiopsis, causaron mortalidad progresiva de las larvas a 
partir del tercer día después de la inoculación. Pasados 20 días, se alcanzaron eficacias 
finales del 93,0% para el hongo puro, del 86,0, 96,0 y 93,0%, para los conidios combinados 
con el extracto crudo con actividad de 0,03, 0,06 y 0,09 U/mL y del 90,7, 98,8 y 95,3% para 
el hongo combinado con la enzima parcialmente purificada con actividad de 0,03, 0,06 y 
0,09%, respectivamente (Figura 3-6). Los tratamientos en los que se usó el extracto crudo 
y la enzima parcialmente purificada en mezcla con los conidios presentaron la mayor 
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El análisis de varianza de las curvas de sobrevivencia evidenció solamente dos 
tratamientos significativamente diferentes (p<0,001) del control positivo (conidios de 
Bv062), los cuales correspondieron al uso combinado de los conidios con el extracto 
enzimático o la enzima parcialmente purificada con actividad 0,06 U/mL. Dicho efecto 
potenciador fue evidenciado también en la velocidad para causar la muerte de las larvas, 
ya que estos tratamientos causaron una reducción del tiempo letal TL50 del 16,2 y 25% y 
TL90 del 24,5% al usar el extracto crudo y la enzima parcialmente purificada, 
respectivamente (Tabla 3-3). Esto sugiere que el efecto potenciador del extracto está dado 
principalmente por la actividad de la quitinasa. 
El efecto de potenciación podría estar relacionado con un efecto sobre la degradación de 
la cutícula o la inducción de la germinación de conidios de B. bassiana, como lo reportó 
Zhang et al. (2008) al evaluar proteasas de B. bassiana cuya aplicación individual de la 
enzima sola no presentó un efecto significativo sobre la mortalidad del áfido Myzus 
persicae, pero su aplicación en mezcla con el hongo redujo de 1,5 a 2,5 veces la 
concentración letal media CL50 de B. Bassiana y además se encontró que la enzima 
aceleró la germinación del hongo contribuyendo a aumentar la virulencia. Este efecto 
también fue demostrado por Supakdamrongkul et al., (2010), con la aplicación de una 
lipasa (2,75 U) de Metarhizium (Nomuraea) rileyi que aumentó la germinación del hongo 
al 98% y, al aplicarse en mezcla con el hongo sobre la larva de Spodoptera litura, aumentó 
la mortalidad al 63,3%, es decir, 2,7 veces más que la mortalidad cuando se aplicaron solo 
los conidios. Por otro lado, la aplicación de una lipasa (100mU/mL) con el hongo Isaria 
fumosorosea redujo el tiempo letal medio a 2,9 d comparado con la aplicación del hongo 
solo con un tiempo letal de 6,3 d sobre Dysmicoccus neobrevipes (Ali et al., 2014), 
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Tabla 3-3. Tiempos letales de conidios de B. bassiana Bv062 aplicados solos y en combinación con 






Límite de confianza 95% 
Χ2 p 
Inferior Superior  
Bv062 
TL50 6,8 6,3 7,1 
2,6 0,9996 
TL90 14,3 13,4 15,5 
Bv062 + EC 
0,03 
TL50 6,9 6,6 7,3 
4,8 0,9861 
TL90 15,0 13,9 16,2 
Bv062 + EC 
0,06 
TL50 5,7 5,4 6,0 
6,3 0,9577 
TL90 10,8 10,2 11,5 
Bv062 + EC 
0,09 
TL50 6,1 5,7 6,5 
2,9 0,9992 
TL90 13,2 12,3 14,2 
Bv062 + Enz 
0,03 
TL50 5,9 5,6 6,2 
4,3 0,9933 
TL90 13,7 12,8 15,0 
Bv062 + Enz 
0,06 
TL50 5,1 4,8 5,4 
4,5 0,9911 
TL90 10,8 10,2 11,5 
Bv062 + Enz 
0,09 
TL50 5,9 5,5 6,4 
5,2 0,9823 
TL90 12,1 11,4 13,5 
*B. bassiana Bv062 fue producido en sustrato avena suplementado con salvado de trigo al 0,1% 
(p/p) 
 
La enzima parcialmente purificada con actividad de 0,06 U/mL en mezcla con los conidios 
de B. bassiana redujeron significativamente el tiempo letal TL50 en comparación con el 
estracto crudo con la misma actividad enzimática, posiblemente porque con la purificación 
se redujo la proteína contaminante que pudiera interferir en la actividad de la enzima, como 
las proteasas presentes en el extracto crudo. Además, esta enzima presentó un Km inferior 
en comparación con enzimas NAGasas reportadas para Trichoderma y B. bassiana, por lo 
cual podría ser más eficiente en la degradación de la quitina de la cutícula al ser mezclado 
con el hongo. Por otro lado, cuando se utilizaron concentraciones superiores de la enzima, 
no se vió un efecto positivo sobre la mortalidad de las larvas. Esto posiblemente se debe 
a un efecto negativo de la enzima en alta concentración sobre los conidios de B. bassiana, 
ya que la pared celular está compuesta por quitina. También es posible que al utilizar 0,09 
U/mL se haya alcanzado la saturación con la enzima, pero no con el sustrato disponible es 
decir la quitina presente en la cutícula (Berg, Tymoczko, & Stryer, 2002), por lo cual un 
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aumento de enzima no generó mayor degradación de la cutícula y por ende mayor 
mortalidad de las larvas. 
Los resultados de este estudio preliminar permitieron seleccionar el uso de la enzima 
parcialmente purificada con actividad de 0,06 U/mL como una estrategia para la 
potenciación de conidios de B. bassiana Bv062 para el control de larvas de Diatraea sp, 
ya que causó un aumento en la virulencia que fue evidenciado por una mayor eficacia y un 
menor tiempo letal. Esta mayor actividad insecticida, puede representar la reducción de las 
dosis requeridas para la aplicación en campo, un mejor rango de hospederos y control más 
rápido de la plaga en campo, factores que contribuirán a mejorar la factibilidad técnica y 
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4. Capítulo 4. Consolidado de resultados y 
discusión de estrategias para la 
potenciación de la actividad insecticida de 
B. bassiana Bv062 para el control de D. 
saccharalis 
En la Figura 4-1 se consolidaron los resultados de actividad insecticida obtenida con los 
conidios de B. bassina producida en el medio convencional a base de arroz, junto con los 
resultados obtenidos al aplicar las diferentes estrategias de potenciación propuestas en los 
objetivos del presente trabajo. Las diferencias se evidenciaron entre los días 8 y 14 
después de la inoculación, donde se observa como cada paso sistemáticamente 
desarrollado en este estudio, aportó una mejora en la eficacia y en consecuencia una 
reducción del tiempo letal. La utilización del medio a base de avena, suplementado con el 
aditivo salvado de trigo y la posterior aplicación combinada de los conidios con el extracto 
crudo y la enzima purificada de T. koningiopsis, mejoró significativamente la actividad 
insecticida de B. bassiana Bv062, presentando una eficacia del 53,4% y del 84,9% al quinto 
y décimo día del estudio en comparación con un 10,5% y un 46,4% respectivamente, 
alcanzado con los conidios producidos en arroz.   
En cuanto a los tiempos letales TL50 y TL90, la implementación de todas las estrategias 
desarrolladas (avena, salvado y enzima) permitió reducir en un 47,4% el TL50 (4,6 d) y en 
un 44,3% el tiempo letal TL90 (7,9 d), en comparación con los tiempos letales obtenidos 
con los conidios de B. bassiana producido en arroz en fermentación semisólida (Tabla 4-
1). 
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Figura 4-1. Actividad insecticida de conidios de B. bassiana Bv062 producidos en diferentes 
sustratos con inductores y en mezcla con extracto crudo y enzima parcialmente purificada de T. 
koningiopsis Th003. 
 
Los resultados de este trabajo serán la base para la identificación de marcadores de 
virulencia en el estudiado aislamiento Bv062 y su posterior uso para la identificación y 
selección de otros aislamientos con potencial para control de insectos plaga.  Sin embargo, 
cabe destacar que la expresión y función de estos factores de virulencia es dependiente 
del aislamiento microbiano y de la especie blanco como la inducción de lipasas, quitinasas 
y proteasas de B. bassiana Bv062 para el control de D. saccharalis en fermentación, 
aunque es posible que este tipo de factores se induzcan por el reconocimiento de 
compuestos específicos de la cutícula del insecto y por lo tanto su mayor expresión se de 

























Bv062 Arroz Bv062 Avena
Bv062 avena:salvado 0,1% Bv062 avena:salvado 0,1% + EC 0,06
Bv062 avena:salvado 0,1% + Enz 0,06
Capítulo 3 77 
 
Tabla 4-1. Tiempos letales de larvas de 2do instar de D. saccharalis inoculadas con conidios de B. 
bassiana B062 producidos en diferentes sustratos y en mezcla con extracto crudo y enzima 





Límite de confianza 95% 
Χ2 p 
Inferior Superior  
Bv062 (arroz) 
TL50 9,7 9,3 10,2 
6,4 0,9307 
TL90 19,4 17,9 21,4 
Bv062 (avena) 
TL50 8,1 7,7 8,5 
6,9 0,9357 
TL90 17,8 16,2 19,3 
Bv062 (av:st) * 
TL50 6,3 5,9 6,6 
2,7 0,9987 
TL90 13,4 12,5 14,5 
Bv062 (av:st) + EC 0,06 
TL50 5,7 5,4 6,0 
6,3 0,9577 
TL90 10,8 10,2 11,5 
Bv062 (av:st) + Enz 0,06 
TL50 5,1 4,8 5,4 
4,5 0,9911 
TL90 10,8 10,2 11,5 
*av:st: sustrato avena suplementado con salvado de trigo al 0,1% 
Para futuros trabajos con este aislamiento fúngico, se recomienda el estudio de otros 
posibles factores de virulencia como hidrofobinas, de las cuales al menos dos han sido 
caracterizadas Hyd1 y Hyd2 para B. bassiana y están ubicadas en la superficie de los 
conidios (Zhang et al., 2011). Estos compuestos contribuyen con la hifrofobicidad de la 
superficie de los conidios y median la adhesión a la cutícula compuesta por lípidos, 
contribuyendo también a la termotolerancia. Es importante evaluar también otras enzimas 
involucradas en la degradación de la cutícula como la citocromo P450 que participa en el 
metabolismo de alcanos y ácidos grasos del exoesqueleto del insecto (Lin et al., 2011; 
Zhang et al., 2012), así como diferentes proteasas y endoquitinasas (Fan et al., 2007; Ortiz-
Urquiza et al., 2014). 
La aplicación combinada de los conidios de Bv062 con el extracto enzimático o la enzima 
purtificada de T. koningiosis a una concentración específica, evidenció un efecto sinérgico. 
Este resultado preliminar, sugiere que es posible utilizar enzimas de otros microorganismos 
para mejorar la actividad insecticida de hongos entomopatógenos, abriendo la puerta a un 
amplio rango de posibilidades para explorar diferentes bacterias, hongos y virus y sus 
arsenales enzimáticos como aditivos potenciadores de virulencia. 
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5. Conclusiones y recomendaciones 
5.1 Conclusiones 
- Se seleccionó el sustrato avena con una relación C:N de 19:1 para la producción 
de conidios de B. bassiana con alto rendimiento ecofisológico expresado en mayor 
esporulación, estabilidad con mayor germinación después de un mes de 
almacenamiento, alta actividad NAGasa y proteasa, así como una reducción del 
tiempo letal de larvas 2do instar de D. saccharalis en comparación con los conidios 
producidos en sustrato arroz. 
- El uso de sustrato avena permitió obtener conidios con alto rendimiento 
ecofisiológico con un bajo costo para ser implementado en producción masiva del 
inóculo para uso como principio activo de un bioplaguicida. 
- Los aditivos proteína aislada de soya y el salvado de trigo aumentaron la 
esporulación y estimularon la expresión de enzimas relacionadas con la 
degradación de la cutícula, además disminuyeron los tiempos letales. 
- Se seleccionó el aditivo salvado de trigo al 0,1% (p/p) para la producción de 
conidios con alta virulencia, debido a su bajo costo y efecto inductor de la actividad 
enzimática e insecticida. 
- La germinación y la actividad enzimática son factores determinantes de la virulencia 
de los conidios de B. bassiana Bv062 ya que con su inducción se presentó un 
aumento de la actividad insecticida sobre larvas de D. saccharalis. 
- El extracto crudo y la enzima NAGasa parcialmente purificada de T. koningiopsis 
con actividad enzimática de 0,06 U/mL tuvieron un efecto potenciador sobre la 
virulencia de B. bassiana Bv062 al reducir los tiempos letales sobre larvas de 2do 
instar de D. saccharalis en condiciones de laboratorio. 
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5.2 Recomendaciones 
- Escalar la producción de B. bassiana a escala piloto utilizando el medio de 
fermentación semisólida estandarizado. 
 
- Estandarizar un sistema para la producción eficiente y económica de las enzimas 
de T. koningiopsis y determinar la dosis mínima efectiva para su uso como aditivo 
potenciador de la actividad insecticida de hongos entomopatógenos. 
 
- Estabilizar y formular las enzimas de T. koningiopsis para su inclusión como 
coadyuvantes en formulaciones de bioplaguicidas o para su uso como aditivo de 
los mismos. 
 
- Estudiar otros factores de virulencia como hidrofobinas, otras enzimas y producción 
de toxinas, entre otros. 
 
- Evaluar la actividad insecticida de los conidios de B. bassiana potenciados con las 




A. Anexo: Estandarización para la 
cuantificación de glucosa y manitol 
en conidios de B. bassiana 
Linealidad y sensibilidad de las curvas de calibración de los compuestos detectados en los 










Glucosa 75-250 y = 0,334x – 17,683 0,9972 19,9 51,5 
Manitol 75-250 y = 0,1863x – 9.7953  0,9967 13,8 42,1 
*LOD: límite de detección; LOQ: límite de cuantificación. La estandarización se realizó solo para los 
polioles encontrados en el extracto, glucosa y manitol. 
 







75 0,28 2,58 
250 0,29 1,16 
500 0,36 0,43 
Manitol 
75 0,57 1,92 
250 0,54 1,37 
500 3,70 0,90 
 







Avena Glucosa  98,6 




Cromatograma de HPLC de soluciones estándar. 1) trehalosa, 2) sorbitol, 3) arabitol, 4) manitol, 5) 
glucosa 
 
B. Anexo: Determinación de 
constantes Michaelis-Menten Km y 
Velocidad máxima Vmáx 
 
Cinética de Michaelis-Menten. Velocidad de reacción de la enzima NAGasa de T. koningiopsis 
Th003 en función de la concentración de sustrato p-nitrofenilpalmitato. 
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C. Anexo: Análisis estadísticos 
 
Objetivo 1  
Rendimiento 
One-Way AOV for: Arroz Avena 
 
Source    DF        SS        MS       F        P 
Between    1   0.27000   0.27000    45.0   0.0001 
Within    10   0.06000   0.00600 
Total     11   0.33000 
 
Grand Mean 8.8500    CV 0.88 
                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances     0.54    1   0.4644 
Cochran's Q                 0.6667 
Largest Var / Smallest Var  2.0000 
 
Component of variance for between groups   0.04400 
Effective cell size                            6.0 
 
Variable    Mean 
Arroz     8.7000 
Avena     9.0000 
Observations per Mean            6 
Standard Error of a Mean    0.0316 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.0447 
 
LSD All-Pairwise Comparisons Test 
 
Variable    Mean  Homogeneous Groups 
Avena     9.0000  A 
Arroz     8.7000   B 
 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.0447 
Critical T Value  2.228     Critical Value for Comparison  0.0996 
All 2 means are significantly different from one another. 
 
Glucosa 
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One-Way AOV for: A B C D 
 
Source    DF        SS        MS       F        P 
Between    3   0.59221   0.19740    17.1   0.0000 
Within    20   0.23098   0.01155 
Total     23   0.82320 
 
Grand Mean 3.1779    CV 3.38 
                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances     11.4    3   0.0599 
Cochran's Q                 0.6047 
Largest Var / Smallest Var  17.719 
 
Component of variance for between groups   0.03098 
Effective cell size                            6.0 
 
Variable    Mean 
A         3.2783 
B         2.9683 
C         3.3717 
D         3.0933 
Observations per Mean            6 
Standard Error of a Mean    0.0439 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.0620 
 
 
LSD All-Pairwise Comparisons Test 
 
Variable    Mean  Homogeneous Groups 
Arroz 1m  3.3717  A 
Arroz     3.2783  A 
Avena1m   3.0933   B 
Avena     2.9683   B 
 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.0620 
Critical T Value  2.086     Critical Value for Comparison  0.1294 
There are 2 groups (A and B) in which the means 




One-Way AOV for: A B C D 
 
Source    DF        SS        MS       F        P 
Between    3   10.7110   3.57035    7.51   0.0015 
Within    20    9.5050   0.47525 
Total     23   20.2161 
 
Grand Mean 7.3688    CV 9.36 
                                     Chi-Sq   DF        P 
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Bartlett's Test of Equal Variances     3.51    3   0.3201 
Cochran's Q                 0.3813 
Largest Var / Smallest Var  5.5132 
 
Component of variance for between groups   0.51585 
Effective cell size                            6.0 
 
Variable    Mean 
A         7.4467 
B         6.2650 
C         8.0133 
D         7.7500 
Observations per Mean            6 
Standard Error of a Mean    0.2814 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.3980 
LSD All-Pairwise Comparisons Test 
 
Variable    Mean  Homogeneous Groups 
Arroz1m   8.0133  A 
Avena1m   7.7500  A 
Arroz     7.4467  A 
Avena     6.2650   B 
 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.3980 
Critical T Value  2.086     Critical Value for Comparison  0.8302 
There are 2 groups (A and B) in which the means 




One-Way AOV for: Ar1mes Arroz Av1mes Avena 
 
Source    DF        SS        MS       F        P 
Between    3   0.01105   0.00368     143   0.0000 
Within    20   0.00052   0.00003 
Total     23   0.01156 
 
Grand Mean 0.0663    CV 7.67 
                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances     1.34    3   0.7203 
Cochran's Q                 0.3871 
Largest Var / Smallest Var  2.4000 
 
Component of variance for between groups 6.094E-04 
Effective cell size                            6.0 
 
Variable    Mean 
Ar1mes    0.0850 
Arroz     0.0417 
Av1mes    0.0900 
Avena     0.0483 
Observations per Mean            6 
Standard Error of a Mean    2.075E-03 
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Std Error (Diff of 2 Means) 2.934E-03 
 
NAGasa 
One-Way AOV for: A B D E 
 
Source    DF        SS        MS       F        P 
Between    3   1.99793   0.66598     400   0.0000 
Within    20   0.03327   0.00166 
Total     23   2.03120 
 
Grand Mean 1.2000    CV 3.40 
                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances     4.96    3   0.1745 
Cochran's Q                 0.4534 
Largest Var / Smallest Var  7.0155 
 
Component of variance for between groups   0.11072 
Effective cell size                            6.0 
 
Variable    Mean 
A         1.3950 
B         1.5383 
D         0.7950 
E         1.0717 
Observations per Mean            6 
Standard Error of a Mean    0.0166 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.0235 
 
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test 
 
Variable    Mean  Homogeneous Groups 
Avena     1.5383  A 
Arroz     1.3950   B 
Avena1m   1.0717    C 
Arroz1m   0.7950     D 
 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.0235 
Critical Q Value  3.959     Critical Value for Comparison  0.0659 
All 4 means are significantly different from one another. 
Proteasa total 
One-Way AOV for: A B D E 
 
Source    DF        SS        MS       F        P 
Between    3   408.618   136.206     265   0.0000 
Within    20    10.273     0.514 
Total     23   418.891 
 
Grand Mean 5.4700    CV 13.10 
                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances     5.96    3   0.1138 
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Cochran's Q                 0.4854 
Largest Var / Smallest Var  12.328 
 
Component of variance for between groups   22.6154 
Effective cell size                            6.0 
 
Variable    Mean 
A         1.1967 
B         9.9850 
D         1.5133 
E         9.1850 
Observations per Mean            6 
Standard Error of a Mean    0.2926 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.4138 
 
LSD All-Pairwise Comparisons Test 
 
Variable    Mean  Homogeneous Groups 
Avena     9.9850  A 
Avena1m   9.1850  A 
Arroz1m   1.5133   B 
Arroz     1.1967   B 
 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.4138 
Critical T Value  2.086     Critical Value for Comparison  0.8631 
There are 2 groups (A and B) in which the means 




One-Way AOV for: A B D E 
 
Source    DF        SS        MS       F        P 
Between    3   0.08435   0.02812    25.0   0.0000 
Within    20   0.02245   0.00112 
Total     23   0.10680 
 
Grand Mean 0.2754    CV 12.16 
                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances     5.04    3   0.1686 
Cochran's Q                 0.6006 
Largest Var / Smallest Var  6.4720 
 
Component of variance for between groups   0.00450 
Effective cell size                            6.0 
 
Variable    Mean 
A         0.2017 
B         0.2417 
D         0.3000 
E         0.3583 
Observations per Mean            6 
Standard Error of a Mean    0.0137 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.0193 
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LSD All-Pairwise Comparisons Test 
 
Variable    Mean  Homogeneous Groups 
Avena1m   0.3583  A 
Arroz1m   0.3000   B 
Avena     0.2417    C 
Arroz     0.2017    C 
 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.0193 
Critical T Value  2.086     Critical Value for Comparison  0.0403 
There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means 
are not significantly different from one another. 
 
 
Eficacia al día 20 
One-Way AOV for: A B D E 
 
Source    DF        SS        MS       F        P 
Between    3   2912.42   970.807    13.5   0.0000 
Within    20   1439.96    71.998 
Total     23   4352.38 
 
Grand Mean 83.163    CV 10.20 
                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances     1.71    3   0.6345 
Cochran's Q                 0.3746 
Largest Var / Smallest Var  2.9487 
 
Component of variance for between groups   149.801 
Effective cell size                            6.0 
 
Variable    Mean 
A         91.565 
B         96.385 
D         70.588 
E         74.115 
Observations per Mean            6 
Standard Error of a Mean    3.4641 
Std Error (Diff of 2 Means) 4.8989 
 
 
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test 
 
Variable    Mean  Homogeneous Groups 
Avena     96.385  A 
Arroz     91.565  A 
Avena1m   74.115   B 
Arroz1m   70.588   B 
 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  4.8989 
Critical Q Value  3.959     Critical Value for Comparison  13.715 
There are 2 groups (A and B) in which the means 
are not significantly different from one another. 





Objetivo 2  
 
Rendimiento 
One-Way AOV for: A B C D E F G H I J 
 
Source    DF        SS        MS       F        P 
Between    9   0.90017   0.10002    24.8   0.0000 
Within    50   0.20167   0.00403 
Total     59   1.10183 
 
Grand Mean 9.2717    CV 0.68 
                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances     9.91    9   0.3579 
Cochran's Q                 0.2397 
Largest Var / Smallest Var  5.8000 
 
Component of variance for between groups   0.01600 
Effective cell size                            6.0 
 
Variable    Mean 
A         9.1833 
B         9.3333 
C         9.4333 
D         9.3500 
E         9.3667 
F         9.3833 
G         9.3000 
H         9.1833 
I         9.1667 
J         9.0167 
Observations per Mean            6 
Standard Error of a Mean    0.0259 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.0367 
 
 
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test 
 
Variable    Mean  Homogeneous Groups 
Soya0,5   9.4333  A 
Salv0,5   9.3833  AB 
Salv0,1   9.3667  AB 
Soya1,0   9.3500  AB 
Soya0,1   9.3333  AB 
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Salv1,0   9.3000   BC 
Sinindu   9.1833    CD 
Quit0,1   9.1833    CD 
Quit0,5   9.1667     D 
Quit1,0   9.0167     D 
 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.0367 
Critical Q Value  4.681     Critical Value for Comparison  0.1214 
There are 5 groups (A, B, etc.) in which the means 
are not significantly different from one another. 
 
Germinación  
One-Way AOV for: A B C D E F G H I J 
 
Source    DF        SS        MS       F        P 
Between    9    48.370   5.37446    0.90   0.5300 
Within    50   297.618   5.95237 
Total     59   345.988 
 
Grand Mean 92.995    CV 2.62 
                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances     18.7    9   0.0280 
Cochran's Q                 0.3800 
Largest Var / Smallest Var  21.228 
 
Component of variance for between groups  -0.09632 
Effective cell size                            6.0 
 
Variable    Mean 
A         93.450 
B         92.183 
C         93.917 
D         92.950 
E         92.300 
F         93.983 
G         93.550 
H         93.400 
I         93.300 
J         90.917 
Observations per Mean            6 
Standard Error of a Mean    0.9960 
Std Error (Diff of 2 Means) 1.4086 
 
Lipasa 
Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric AOV 
 
             Mean  Sample 
Variable     Rank    Size 
A             3.5       6 
B            39.8       6 
C            34.9       6 
D            41.2       6 
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E             9.5       6 
F            18.6       6 
G            45.8       6 
H            38.9       6 
I            36.6       6 
J            36.2       6 
Total        30.5      60 
 
Kruskal-Wallis Statistic                  37.5846 
P-Value, Using Chi-Squared Approximation   0.0000 
 
Parametric AOV Applied to Ranks 
Source    DF        SS        MS       F        P 
Between    9   11444.8   1271.65    9.75   0.0000 
Within    50    6521.2    130.42 
Total     59   17966.0 
 
Total number of values that were tied   48 
Max. diff. allowed between ties    0.00001 
 
Cases Included 60    Missing Cases 0 
 
Kruskal-Wallis All-Pairwise Comparisons Test 
 
Variable    Mean  Homogeneous Groups 
Salv1,0   45.833  A 
Soya1,0   41.167  AB 
Soya0,1   39.833  AB 
Quit0,1   38.917  AB 
Quit0,5   36.583  AB 
Quit1,0   36.167  ABC 
Soya0,5   34.917  ABC 
Salv0,5   18.583  ABC 
Salv0,1   9.5000   BC 
Sinindu   3.5000    C 
 
Alpha              0.05 
Critical Z Value  3.261     Critical Value for Comparison  32.878 
There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means 
are not significantly different from one another. 
 
NAGasa 
One-Way AOV for: A B C D E F G H I J 
 
Source    DF        SS        MS       F        P 
Between    9   2.62622   0.29180    8.88   0.0000 
Within    50   1.64295   0.03286 
Total     59   4.26917 
 
Grand Mean 2.8065    CV 6.46 
                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances     7.33    9   0.6023 
Cochran's Q                 0.2462 
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Largest Var / Smallest Var  9.3791 
 
Component of variance for between groups   0.04316 
Effective cell size                            6.0 
 
Variable    Mean 
A         2.2383 
B         2.6650 
C         2.8517 
D         2.9133 
E         2.8267 
F         2.8167 
G         2.8850 
H         2.8850 
I         2.9933 
J         2.9900 
Observations per Mean            6 
Standard Error of a Mean    0.0740 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.1047 
 
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test 
 
Variable    Mean  Homogeneous Groups 
Quit0,5   2.9933  A 
Quit1,0   2.9900  A 
Soya1,0   2.9133  A 
Salv1,0   2.8850  A 
Quit0,1   2.8850  A 
Salv0,1   2.8267  A 
Salv0,5   2.8167  A 
Soya0,1   2.6650  A 
Sinindu   2.2383   B 
 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.1047 
Critical Q Value  4.681     Critical Value for Comparison  0.3464 
There are 2 groups (A and B) in which the means 






One-Way AOV for: A B C D E F G H I J 
 
Source    DF        SS        MS       F        P 
Between    9   5.84539   0.64949    17.9   0.0000 
Within    50   1.81413   0.03628 
Total     59   7.65952 
 
Grand Mean 3.3910    CV 5.62 
                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances     13.5    9   0.1422 
Cochran's Q                 0.2031 
Largest Var / Smallest Var  14.738 
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Component of variance for between groups   0.10220 
Effective cell size                            6.0 
 
Variable    Mean 
A         3.2775 
B         3.5323 
C         3.4622 
D         3.6849 
E         3.7485 
F         3.7713 
G         3.2009 
H         2.8080 
I         2.9500 
J         3.4743 
Observations per Mean            6 
Standard Error of a Mean    0.0778 
Std Error (Diff of 2 Means) 0.1100 
 
 
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test 
 
Variable    Mean  Homogeneous Groups 
Salv0,5   3.7713  A 
Salv0,1   3.7485  A 
Soya1,0   3.6849  A 
Soya0,1   3.5323  AB 
Quit1,0   3.4743  AB 
Soya0,5   3.4622  AB 
Sinindu   3.2775   BC 
Salv1,0   3.2009   BC 
Quit0,5   2.9500    CD 
Quit0,1   2.8080     D 
 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.1100 
Critical Q Value  4.681     Critical Value for Comparison  0.3640 
There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means 






One-Way AOV for: A B C D E F G H I J 
 
Source    DF        SS        MS       F        P 
Between    9   0.11623   0.01291    5.36   0.0000 
Within    50   0.12050   0.00241 
Total     59   0.23673 
 
Grand Mean 0.3967    CV 12.38 
                                     Chi-Sq   DF        P 
Bartlett's Test of Equal Variances     6.69    9   0.6695 
Cochran's Q                 0.2268 
Largest Var / Smallest Var  6.0967 
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Component of variance for between groups   0.00175 
Effective cell size                            6.0 
 
Variable    Mean 
A         0.2917 
B         0.4233 
C         0.4483 
D         0.4100 
E         0.4367 
F         0.4217 
G         0.3983 
H         0.3767 
I         0.4083 
J         0.3517 
Observations per Mean            6 
Standard Error of a Mean    0.0200 




Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test 
 
Variable    Mean  Homogeneous Groups 
Soya0,5   0.4483  A 
Salv0,1   0.4367  AB 
Soya0,1   0.4233  AB 
Salv0,5   0.4217  AB 
Soya1,0   0.4100  AB 
Quit0,5   0.4083  AB 
Salv1,0   0.3983  AB 
Quit0,1   0.3767  ABC 
Quit1,0   0.3517   BC 
Sinindu   0.2917    C 
 
Alpha              0.05     Standard Error for Comparison  0.0283 
Critical Q Value  4.681     Critical Value for Comparison  0.0938 
There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means 
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